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RESUME

Plusieurs cellules tumorales dont celles du cancer de Ia thyroide, de la
prostate et du pancréas possédent un récepteur HGF surexprimé et parfois,
constitutivement activé. Le modéle cellulaire utilisé, les cellules MDCK
transformées et invasives (MSV-MDCK-INV), expriment un récepteur HGF
(c-Met) hautement phosphorylé sur tyrosine, et une boucle autocrine HGF/c-
Met module la motilité et le phénotype de ces cellules. L'objectif du présent
projet de recherche est de déterminer I'implication de la Pl3-kinase dans
I'activation de c-Met et I'acquisition du phénotype motile des cellules MSV-
MDCK-INV. Le réle et le degré d'implication de la PI3-kinase dans la
modulation de l'activité de c-Met, dans I'établissement de la morphologie
cellulaire, dans I'acquisition des propriétés motiles (aléatoire et directionnelle)
et invasives des cellules MSV-MDCK-INV ont été explorés par I'utilisation
des inhibiteurs de PI3-Kinase LY294002 et wortmannine.

Le LY294002 inhibe complétement et la wortmannine inhibe
partiellement le degré de phosphorylation de la protéine Akt. Ces inhibiteurs
induisent un allongement des pseudopodes et I'apparition de contacts inter-
cellulaires. Le LY294002 inhibe partiellement et de fagon significative la
motilité aléatoire et la motilité directionnelle des cellules MSV-MDCK-INV. Le
LY294002 et la wortmannine inhibent la capacité d'invasion des cellules
MSV-MDCK-INV de 52% et 23% respectivement. Ces résultats indiquent que
la PI3-kinase joue un réle important dans la motilité et I'invasion des cellules
MSV-MDCK-INV mais que d'autres voies de signalisation sont aussi
impliquées. Le role respectif de la Pl3-kinase dans la motilité et Iinvasion,
indépendantes et dépendantes de c-Met constitutivement actif, demeure a
étre précisé. Il est toutefois évident que la PI3-kinase n'est pas
constitutivement active dans les cellules MSV-MDCK-INV exprimant un
récepteur c-Met constitutivement active. Enfin, des effets inattendus
concernant ['utilisation du DMSO comme solvant du LY294002 ont été
observés et sont discutés.

Mots clés: Hepatocyte growth factor (HGF), c-Met, PI3-kinase, Akt/PKB,
L'Y294002, Wortmannine, Motilité, Invasion.



SUMMARY

Various tumor cells, for example those found in thyroid, prostate or
pancreatic cancer possess an over-expressed HGF receptor which at times
is constitutively active. The cellular model used, transformed variants of
MDCK cells (MSV-MDCK-INV), express a HGF receptor (c-Met) highly
phosphorylated on tyrosine residues, and a HGF/c-Met autocrine activation
loop that result in the motility and phenotype that is characteristic of these
cells. The objective of the project at hand is to determine the involvement of
PlI3-kinase in the activation of c-Met and its role in the motile phenotype
observed among MSV-MDCK-INV cells. The involvement of PI3-kinase in the
modulation of c-Met activity, in the establishment of the cellular morphology
and in the acquisition of motile (both sporadic and directional) and invasive
properties in these MSV-MDCK-INV cells have been explored through the

use of PI3-kinase inhibitors, namely LY294002 and wortmannin.

LY294002 and wortmannin, which induce respectively a complete or
near complete inhibition of Akt phosphorylation, induce an elongation of the
pseudopodial protrusions from the cells and result in the presence of cell-cell
contacts. LY294002 partially but significantly inhibits both the sporadic and
directional motility of MSV-MDCK-INV cells. LY294002 as well as
wortmannin inhibit the invasive capacity of MSV-MDCK-INV cells by 52% and
23% respectively. These results demonstrate that PI3-kinase plays an
important role in both the motile and invasive character of MSV-MDCK-INV
cells, but that other signaling pathways are also involved. The respective role
of PI3-kinase in motility and invasion, independent and dependent on c-Met's
constitutive activity, remains an aspect to be examined. It is nonetheless
obvious that PI3-kinase is not constitutively active in MSV-MDCK-INV cells
that express a constitutively active c-Met receptor. At last, unexpected effects
concerning the use of DMSO as a solvent for LY294002 were observed and
are discussed.

Key words: Hepatocyte growth factor (HGF), c-Met, Pi3-kinase, Akt/PKB,
LY294002, Wortmannin, Motility, Invasion.
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. INTRODUCTION

.1 LE CANCER

On estime que 139 900 nouveaux cas de cancer et 67 400 décés liés
a cette maladie seront enregistrés au Canada en 2003 (21). D’aprés les taux
d'incidence actuels, 38% des femmes et 41% des hommes seront atteints
d’'un cancer au cours de leur vie (21). Ainsi, le cancer, de par le nombre
important de personnes qu'il atteint, constitue un probléme majeur de santé
publique. L'espoir de trouver un reméde ne peut se nourrir que de la
recherche. La plupart des travaux de recherche visent une meilleure
compréhension des mécanismes du cancer. Comment apparait le cancer?
Comment les tumeurs se développent-elles? Comment peut-on freiner cette
croissance? La recherche fondamentale, menée en laboratoire, permettra de
trouver des réponses a ces questions et d’émettre de nouvelles hypothéses
permettant d'orienter la recherche a long terme.

1.1 La croissance tumorale

La croissance des cancers comporte de multiples étapes : l'initiation
(la transformation des cellules saines), la promotion (exposition prolongée,
répétée ou continue, a une substance qui entretient et stabilise la |ésion
initiée) et la progression (croissance, angiogenése tumorale, invasion
cellulaire et formation de tumeurs secondaires) (55). La dissémination des
cellules tumorales a travers I'organisme, phénoméne connu sous le nhom de
métastase, constitue I'événement majeur de la croissance d'un cancer
puisque l'apparition des métastases refléte la gravité du cancer et annonce
une rémission plus longue ou méme impossible. Au contraire, lorsque la
tumeur primaire est enlevée ou traitée dés son apparition, les chances de

rémission sont trés élevées.

1.1.2 La formation de métastases
L'acquisition d'une capacité métastatique par les cellules tumorales
nécessite plusieurs changements biologiques: un événement génétique telle

une mutation, I'expression de propriétés cellulaires nouvelles telles la perte



de connections intercellulaires, l'initiation d'une angiogenése, I'augmentation
de l'activité protéasique, le gain de motilité, I'altération des réponses aux
facteurs de croissance, la perte d'expression d'antigénes permettant
d'échapper a la reconnaissance immunitaire, et la constitution d'un
environnement favorisant [implantation des cellules tumorales dans
différents organes (5). La formation de metastases suit donc une série
d’étapes (5) :

1- L’échappement: détachement des cellules puis dégradation de la
membrane basale, attachement a la matrice extracellulaire, dégradation
de la matrice extracellulaire et enfin, migration jusqu’a la circulation.

2- La dissémination des cellules tumorales dans l'organisme via la voie
sanguine, la voie lymphatique et la voie ccelomique (plévre ou péritoine).

3- L'envahissement des tissus sains par les cellules métastasiques
impliquant I'implantation, la dégradation de la matrice extracellulaire,
l'infiltration et la croissance de la tumeur.

L'étude des comportements acquis par les cellules métastasiques a

démontré un lien entre certaines protéines impliquées a la fois dans les

fonctions cellulaires normales et les comportements des cellules
métastasiques. Ainsi, les trois étapes de la formation de métastases sont
donc accompagnées de trois comportements cellulaires : I'adhésion, la
motilité et I'invasion cellulaire (82). Vu I'importance et la pertinence de ces
phénoménes pour la compréhension de mon projet de recherche, je m'y

attarderai plus longuement.

.1.2.1 L’adhésion cellulaire
On peut distinguer deux modes d’adhésion cellulaire : I'adhésion

intercellulaire et I'adhésion des cellules a la matrice extracellulaire (5).

1.1.2.1.1 Adhésion intercellulaire

Dans les tissus normaux, la cohésion des cellules entre elles est
essentielle et elle résulte d’interactions directes entre les glycoprotéines de la
surface cellulaire appelées CAM (cell adhesion molecule) et de la présence
des structures spécialisées telles que les jonctions gap et les desmosomes

(5). Les cellules métastasiques, au contraire, s’individualisent, c’est-a-dire



qu'elles perdent leur adhérence intercellulaire. Cette propriété leur permet de
s'échapper de la masse tumorale pour former des métastases.
L'individualisation des cellules est lié¢e a un défaut de synthése des
composantes péricellulaires membranaires, dont les molécules CAM, qui

servent a connecter les cellules entre elles (5).

1.1.2.1.2 Adhésion a la matrice extracellulaire

L’'adhésion a l'environnement matriciel est assurée par la liaison
spécifique entre des glycoprotéines de la surface cellulaire et différentes
composantes de la matrice extracellulaire. Une importante famille de
récepteurs, les récepteurs intégrines, se lient spécifiquement a des
séquences peptidiques précises portées par différentes protéines de la
matrice extracellulaire. Dans cette grande famille, on retrouve les récepteurs
interagissant avec les collagenes de type | et IV, la laminine, la fibronectine,
la vitronectine et plusieurs autres composantes de la matrice (5). La
dimérisation des récepteurs intégrines induit une série de signaux
intracellulaires via leur association avec de nombreuses protéines
adaptatrices qui font la connexion entre le cytosquelette, les protéines
kinases cytoplasmiques et les récepteurs de facteurs de croissance
transmembranaires (49) (cette cascade d'événements sera discutée plus
longuement a la section 1.1.2.2).

Ainsi, lors de la formation de tumeurs secondaires, la migration des
cellules métastasiques nécessite un cycle adhésion-déadhésion des cellules
a la matrice extracellulaire (84). Ce cycle commence par la formation d’'une
extension cytoplasmique en forme de pseudopode, menant a la formation
d'un nouveau contact cellule-matrice. Il y a donc adhésion du pseudopode a
la matrice extracellulaire via les récepteurs intégrines, déplacement du corps
cellulaire vers la protusion afin d’incorporer le nouveau pseudopode dans le
corps cellulaire, puis détachement du contact cellule-matrice a I'arriére de la
cellule (déadhésion). La cellule répéete ensuite ce mécanisme de base. La
cellule motile passe donc alternativement par un état allongé (protusion des
pseudopodes) et rond (73). Voir la figure 1.
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Figure 1 : Mécanisme de base de la motilité cellulaire montrant les trois

grandes étapes impliquées: adhésion d'un pseudopode, déplacement du

corps cellulaire et déadhesion du contact cellule-matrice a l'arriére de la
cellule. Adapté de Mitchison et al (84).

L'attachement et le détachement des cellules tumorales a la matrice
extracellulaire permettent également de fournir de 'information a la cellule a
propos de son environnement et de ce fait, ménent a un changement dans
I'expression de génes spécifiques impliqués dans la prolifération cellulaire,
l'invasion cellulaire et plusieurs autres processus cellulaires (142). Il est
également important de mentionner que [I'expression des récepteurs
intégrines est altérée dans les cellules malignes comparées aux cellules
normales. Cette perte ou ce gain d’expression ne semble cependant pas lié
directement & la transformation maligne. Le changement dans I'expression
des intégrines parait étre spécifique de la tumeur autant que du type de

récepteur intégrine (142).



1.1.2.2 La motilité

La machinerie cellulaire impliquée dans la motilité des cellules est
basée sur un réseau de filaments d'actine polymérisée qui soutient le
cytoplasme en périphérie. Ce réseau est constitué de filaments d'actine
agencés en une variété de configurations qui interagissent avec plusieurs
protéines (actin-associated proteins). Ces derniéres sont responsables de
I'état de polymérisation des filaments d’actine. Pour que les cellules puissent
bouger, le réseau d'actine doit étre désassemblé (perte de monoméres
d’actine) pour former une protusion pseudopodiale et réassemblé (ajout de
monomeéres d’actine) pour stabiliser le résultat de I'extension (27). Ainsi, le
cytosquelette d’actine est un élément clé dans la modulation de la motilité

cellulaire.

De plus, la matrice extracellulaire influence le cytosquelette d'actine
via les voies de signalisation induites par lactivation des récepteurs
intégrines. Celle-ci induit le regroupement des récepteurs intégrines et
l'activation d’une variété de protéines tyrosine kinase telles que p125™%
(focal adhesion kinase), Abl et la famille des Src, ainsi que la protéine
sérine/thréonine kinase ILK (integrin-linked kinase) (49). Ainsi, les récepteurs
intégrines, les protéines kinase et les protéines de structure, qui font le lien
entre les intégrines et I'actine (telles la taline, I'actinine a, la vinculine, la
paxilline et la tensine) forment un imposant complexe de protéines connu
sous le nom de plague d'adhésion focale (156) (Voir Figure 2). Ces
nombreuses protéines kinase régulatrices présentent dans les plaques
d'adhésion focales sont impliquées dans une variété d’événements de la
signalisation cellulaire qui régulent plusieurs processus cellulaires tels que la
forme des cellules et la motilité cellulaire (142). Par exemple, dans une série
de lignées cellulaires de mélanome humain, la migration des cellules est
directement proportionnelle a I'expression de la protéine kinase p125™K (2).
D'autre part, le degré de phosphorylation de la protéine p125™K semble
dicter le comportement métastasique des mélanomes malins humain puisque

la protéine p1257X est constitutivement active dans ces cellules (62).
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Figure 2 : Shématisation des plaques d'adhésion focale montrant les
différentes intéractions entre les récepteurs intégrine, I'actine et les protéines
de structure. Adapté de Vuori et al. (156)

De plus, les récepteurs intégrines et les récepteurs de facteurs de
croissance régulent I'étalement et la migration cellulaire via I'activation des
protéines de la famille des Rho (Rho, Rac, cdc42) (49). Ces petites protéines
a activitt GTPase, de poids moléculaire moyen de 20 kDa, influencent
plusieurs processus cellulaires mais plus particulierement la régulation du
cytosquelette d'actine (voir la section 1.3.2.5.2). La protéine Rho est
impliquée dans la formation et le maintien des fibres de stress et de
I'adhésion focale, la protéine Rac régule la structure corticale de I'actine en
lamellipodes (structure large et plate) et la protéine cdc42 module la
formation de filopodes (structure cylindrique) (99). Par I'établissement de ces
différentes structures, les petites protéines G régulent le type de
mouvement des cellules motiles.

La motilité cellulaire peut étre évaluée et/ou quantifiée de différentes
fagons : In vitro, la motilité aléatoire ou haptotaxisme peut étre quantifiée
par vidéomicroscopie a l'aide de vecteurs de déplacement car les cellules

sont libres de se déplacer dans toutes les directions. La motilité



directionnelle est plutét mesurée par la technique de guérison d'une plaie
car les cellules adjacentes a la plaie ne peuvent migrer qu’en direction de
I'espace libre. La capacité d’invasion cellulaire est mesurée in vitro par le
mouvement tridimensionnel des cellules a travers une matrice extracellulaire
recouvrant un filtre poreux, dispositif appelé chambre de Boyden ou transwell
chamber. Enfin, la capacité métastasique des cellules cancéreuses a se
disséminer dans lorganisme est évaluée par [lutilisation de souris
athymiques, lesquelles ont perdu toute capacité a se défendre contre

I'invasion de cellules étrangeéres. (82)

.1.2.3 L’invasion

L'invasion des cellules tumorales dans la matrice extracellulaire de
'organisme est associée a une dissolution localisée de la matrice adjacente
au pseudopode qui la pénétre (142). La protéolyse de la matrice
extracellulaire nécessite des enzymes qui dégradent la matrice
extracellulaire : les métalloprotéases (MMP pour matrix metalloprotease), les
protéases a sérine, les protéases a aspartate, les protéases a thréonine
et les protéases a cystéine (142). Ces protéases sont produites de fagon
autocrine par les cellules tumorales ou de fagon paracrine par les cellules
stromales environnantes (82). Ainsi, les protéases jouent un réle important
dans linvasion tumorale, la néovascularisation et la colonisation

métastasique (82).

Nous avons souligné plus haut que le contréle de plusieurs processus
cellulaires dont le mouvement des cellules et de leur adhésion aux cellules
voisines ou a la matrice est perturbé chez les cellules métastasiques. Une
des avancées majeures de la biologie cellulaire a été de décrire certaines
des molécules, dont les facteurs de croissance, impliquées dans le contrdle
de ces multiples étapes. Les facteurs de croissance sont des protéines qui
se lient a des récepteurs présents a la surface des cellules pour activer les
programmes cellulaires nécessaires au bon fonctionnement de la cellule
dans son environnement immédiat. Une perturbation au niveau de
l'interaction facteur de croissance-récepteur ou a tout autre niveau de la

cascade d'évenements enclenchée par I'activation de ces récepteurs peut



conduire a la transformation cellulaire, phénoméne a la base du
développement d'un cancer. Bloquer I'activation des récepteurs des facteurs
de croissance des cellules tumorales est donc une piste prometteuse pour
empécher le déréglement de la machinerie cellulaire qui cause le cancer.
L'étude d'un facteur de croissance particulier, le HGF (Hepatocyte Growth
Factor), fait I'objet de ce projet de recherche. Ce facteur et son récepteur

seront donc décrits extensivement.

1.2 LE HGFISF ET LE RECEPTEUR HGF (C-MET)

.21 Le HGF/SF

L’Hepatocyte Growth Factor (HGF), aussi connu sous le nom de
Scatter Factor (SF), est une cytokine soluble qui appartient a la famille des
Plasminogen Related Growth Factor (PRGFs) puisque sa structure est

homologue aux enzymes de la cascade de la coagulation sanguine (136).

1.2.1.1 Origine

Le HGF a été isolé a partir des plaquettes de rat (91), du plasma
humain (50, 165) et du sérum de lapin (165) pour son habileté a induire la
croissance des hépatocytes. Pour sa part, le SF a été isolé des fibroblastes
pour son habileté a induire la dissociation des cellules épithéliales (139, 140).
Des analyses biochimiques ultérieures ont démontré que ces deux
polypeptides ayant une activité biologique différente sont, en fait, la méme
molécule (95). En situation physiologique, le HGF est synthétisé
principalement par les cellules d'origine mésenchymale et stromale (les
cellules mésenchymales sont I'équivalent embryonnaire des cellules
stromales), mais non par les cellules épithéliales. Curieusement, le récepteur
HGF se trouve principalement dans les cellules épithéliales. Ceci indique que
le HGF est un médiateur dans l'interaction entre les cellules mésenchymales
et les cellules épithéliales (11, 139).



.2.1.2 La structure moléculaire du HGF

Tout d'abord, le HGF est synthétisé sous forme de pré-pro-HGF et
cette simple chaine précurseure de 728 acides aminés est convertie en pro-
HGF par une coupure intracellulaire (11). Le pro-HGF peut alors étre sécrété
de la cellule (11, 85) et une fois dans I'espace extracellulaire, il est converti
en HGF mature par une simple coupure entre les acides aminés Arg** et
Val*® par des protéases a résidus sérines du sérum (HGF-converting
enzyme). (11, 85, 89). Cette protéolyse est essentielle pour induire les
réponses biologiques du HGF puisque le pro-HGF est inactif (85). Le HGF
mature est une protéine hétérodimérique composée d'une sous-unité o (69
kDa) liée a une sous-unité B (34 kDa) par un pont disulfure entre les acides

aminés Cys®™ de la chaine B et Cys*®’ de la chaine a (89, 90). Voir figure 3.
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Figure 3 : Etapes impliquées dans la maturation du pré-pro-HGF en HGF. La
structure secondaire du HGF mature est aussi montrée, laquelle est formée
d'une sous-unité o de 69 kDa et sous-unité B de 34 kda. Adapté de
Nakamura, 1989 (90).
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.2.2 Le récepteur HGF ou c-Met
Le HGF se lie spécifiquement a son récepteur, le récepteur HGF (R-

HGF), aussi connu sous le nom de c-Met.

.2.2.1 Distribution tissulaire

Le récepteur HGF a été identifié dans une variété de cellules et tissus
normaux, incluant le rein, le colon, le sein, le foie, les microglies du systéme
nerveux central, le pancréas, les mélanocytes, la prostate et les cellules
endothéliales vasculaires (11). Une implication de c-Met dans Ila
pathogenése des carcinomes a été suggérée puisque c-Met a également
été trouvé dans un grand nombre de tissus malins (11) (sera discuté a la
section 1.2.3). Dans les cellules épithéliales, c-Met est exprimé sélectivement
dans les membranes plasmiques basolatérales (26). Sa localisation facilite
son interaction avec les cellules mésenchymales environnantes ainsi qu'avec
le HGF présent dans la circulation au cours du développement et lors de la
régénération des cellules a la suite d'une blessure. Cette localisation
particuliére de c-Met favorise aussi la transformation épithéliale lors de la

formation d’un carcinome (11).

1.2.2.2 La structure

Le récepteur HGF est un récepteur tyrosine kinase encodé par le
proto-oncogene c-met. Ce récepteur est un polypeptide dimérique
transmembranaire de 190 kDa composé d'une chaine a et d’'une chaine P.
La chaine a (50 kDa) est exposée a la surface de la cellule et est liée par un
pont disulfure a la chaine B (145 kDa) qui traverse la membrane plasmique
(136) (Figure 4). La chaine B comprend un domaine transmembranaire, un
domaine juxtamembranaire, un domaine catalytique tyrosine kinase et un site
de liaison multifonctionnel a I'extrémité C-terminale (15, 16). Les chaines «
et B sont toutes les deux essentielles pour promouvoir une liaison a haute
affinité du HGF (136).
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Figure 4 : Schématisation de la structure secondaire du récepteur HGF
représentant les différents domaines et résidus tyrosine pouvant étre
phosphorylés a la suite de I'auto-activation du récepteur ou, dans le cas de
S%5 et Y9 de I'activation d’autres voies de signalisation intracellulaires.
Adapté de Bardelli, 1997 (16).

.2.2.3 Activation et régulation de c-Met

.2.2.3.1 Activation

Lorsque le HGF se lie a c-Met, il y a dimérisation des récepteurs et
transphosphorylation réciproque de certains résidus tyrosines spécifiques du
domaine catalytique et des autres domaines (15, 136) (Figure 5).



12

Ligand . Site de fixation
. / de hgand
N Fixation de ‘ . Q ’
Domaine igand [t Autophosphorytation | ||
extracellulare Dimenisation | de tyrosines |
! ape 1=
Extérieur £y == du recepteur [T {5 %] |IS.
Hélice a trans- + i |
membranaire } |
Cytosol I Site i o
| catalyt- ATP. L _ATP P 1 g
que P 2
Domaine p =
Kina- P o
cytosohique sique ; =
. 4 ~ = . -
o ADP&  ILANI| 2 ADP P ) 8
3 8 | pG 2

Domaine
A SH2 ,\)W\
Protemne a domaines SH2 ™\ %

Figure 5 : Activation du récepteur tyrosine kinase c-Met : liaison du ligand
au récepteur, dimérisation du récepteur, transphosphorylation de certains
résidus tyrosine du domaine cytosolique. Les phosphotyrosines formées
servent de site d'attache a plusieurs protéines a domaine SH2. Adapté de
Lodish, 1997 (77)

1.2.2.3.2 Régulation positive par phosphorylation sur tyrosine

La phosphorylation des résidus Y'?* et Y'#*° situés dans le domaine
kinase du récepteur HGF, est essentielle a son activation maximale (15). Le
réle de ces tyrosines dans la régulation positive de c-Met a été étudié par
mutagenése dirigée. Longati et al. ont démontré que la substitution de la
Y™ ou Y réduisait significativement I'activité kinase in vitro de ces
récepteurs mutés (78). De plus, d'autres sites a l'extérieur du domaine
kinase sont importants dans la transduction de signal intracellulaire. Les
résidus phosphorylés Y34 et Y'*% |ocalisés dans le domaine C-terminal
cytoplasmique de c-Met, forment un site de liaison aux transducteurs
cytoplasmiques contenant un domaine SH2 (Src-homology domain 2)
(discuté a la section 1.2.2.4) (103). En bref, la régulation positive de I'activité
kinase de c-Met par I'autophosphorylation des résidus Y'#% et Y'?* du

domaine kinase est nécessaire pour la phosphorylation des résidus Y'**° et
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Y'** du site de liaison multifonctionne!, impliqués dans le couplage du

récepteur c-Met avec les transducteurs cytoplasmiques (15) (Figure 4).

1.2.2.3.3 Régulation négative par phosphorylation sur sérine

L'activation de la protéine kinase C (PKC) exerce un contréle négatif
sur la phosphorylation du récepteur c-Met (45). De plus, I'augmentation de la
concentration intracellulaire de Ca?* inhibe la phosphorylation sur tyrosine de
c-Met. Cette régulation négative de I'activité kinase de c-Met a lieu via la
phosphorylation d'un résidu sérine par une protéine sérine kinase
dépendante du Ca® (47). Le résidu S°° localisé dans le domaine
juxtamembranaire de c-Met, a été identifi€ comme étant le site majeur de
phosphorylation par les PKC et les protéines kinase dépendantes du Ca?
(46) (Figure 4). De plus, la Tyr'® du domaine juxtamembranaire exerce
également un effet inhibiteur sur I'activité du récepteur HGF. Cet effet négatif
est moins clair, mais on sait qu'il dépend du recrutement par le récepteur
d’une tyrosine phosphatase cytosolique (16, 154) (Figure 4).

.2.2.4 Voies de signalisation activées

Les résidus phosphorylés Y'**° et Y'3% de c-Met activé forment un site
de liaison multifonctionnel favorable a la liaison d’effecteurs cytoplasmiques
contenant un domaine SH2, un domaine PTB (phosphotyrosine binding
domain) et un domaine MBD (Met binding domain) (44, 103, 158). Le
récepteur HGF recrute de multiples protéines (Figure 6) telles que les
protéines adaptatrices Grb2 (Growth factor receptor binding protein-2), Shc,
Gab1 (Grb2-associated binder 1) et Crk/CRKL. Plusieurs autres protéines
ayant un réle bien établi dans la transduction du signal telles que la PI3-
kinase, STAT3 (Signal transducter and activator of transcription 3),
phospholipase C-y (PLCy), SOS (Ras guanine nucleotide exchange factor
son-of-sevenless), les kinases Src et la tyrosine phosphatase SHP2

interagissent également avec le récepteur HGF activé (44) .
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Figure 6: Les protéines de la signalisation intracellulaire recrutées par c-Met
activé. Tiré de Bardelli et al, 1997 (16)

Bien que les voies de signalisation induites par [Iactivation du
récepteur HGF soient trés nombreuses, je m'attarderai uniquement a la voie
de la PI3-kinase, intérét principal de mon projet. Une co-immunoprécipitation
de la PI3-kinase et de c-Met a été montrée par Graziani et al. Ceci suggére
une interaction directe ou indirecte, via un complexe de protéines, entre la
PI3-kinase et c-Met (51). De plus, c-Met posséde un double site de liaison a
la Pl3-kinase, soient les séquences Y™VHV et Y™ %YNVK (102).
L'existence de ces deux sites de liaison, a proximité I'un de I'autre, pourrait
s'expliquer par la présence de deux domaines SH2 dans la sous-unité p85
de la Pl3-kinase. Ainsi, les deux domaines SH2 de la PI3-kinase se lient
simultanément aux deux sites de liaison de c-Met et confére au récepteur
HGF une plus grande affinité pour la Pl3-kinase (102). De plus, la PI3-
kinase peut également se lier a c-Met activé indirectement via la protéine
adaptatrice Gab1 (14, 158). Il a été démontré, par la technique du double
hybride, que le récepteur HGF interagit avec Gab1, que cette interaction est
possible grace au domaine riche en proline MBD de Gab1 et que la
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phosphorylation du domaine de liaison multifonctionnel de c-Met est requise

pour induire cette interaction (158).

.2.2.5 Roles

Le récepteur HGF, par son activité tyrosine kinase, induit Ia
transduction de multiples signaux biologiques et, de ce fait, est impliqué dans
plusieurs processus cellulaires critiques pour le développement et le maintien
des fonctions cellulaires normales. Une fois activé par son ligand, le
recepteur HGF induit des réponses mitogéniques, motogéniques et
morphogéniques (44). Le récepteur HGF peut induire différentes réponses
biologiques dépendant du contexte cellulaire. En bref, le HGF est impliqué
dans l'angiogenése, dans le développement, dans la régénération du rein et
du foie ou il agit aussi comme un agent anti-apoptotique, dans la régulation
du remodelage des os et dans I'organogenése via le contréle coordonné de
la croissance invasive (136). Dans mon projet de recherche, nous nous
intéressons plus particulierement au réle du HGF dans le processus de
motilité cellulaire. En effet, plusieurs groupes de recherche indépendants ont
trouvé que [l'activation de c-Met stimule la motilité cellulaire, tout
particulierement via la voie de la PlI3-kinase (sera discuté plus longuement a
la section 1.3.2.5.2).

Je m’attarderai particulierement au role de c-Met dans les cellules
épithéliales de rein Madin-Darby canine kidney (MDCK), puisque ma
recherche est basée sur I'étude de cellules tumorales qui proviennent des
cellules MDCK (149). Les cellules MDCK sont souvent utilisées comme
modéle in vitro pour des études qui portent sur le HGF/c-Met puisque ces
cellules possédent les caractéristiques in vivo de cellules épithéliales
polarisées et qu'elles sont remarquablement sensibles au HGF. Les
réponses des cellules MDCK au HGF varient en fonction des conditions de
culture : dissociation et dispersion des cellules (cellules cultivées sur du
plastique a faible densité), tubulogenése (cellules en suspension dans du
collagéne) et perte de polarité (monocouche de cellules sur un filtre
perméable) (10, 11).



16

.2.3 Implication du HGF et de son récepteur dans le cancer.

A ce jour, il est clair que le récepteur HGF joue un réle critique dans
plusieurs types de tumeurs. Par exemple, c-Met est surexprimé dans les
carcinomes humains de la thyroide (32) et cette surexpression résulte en une
réponse accrue au HGF et en une augmentation de l'invasion tumorale (117,
122). Ces résultats suggérent que le HGF joue un réle crucial dans l'invasion
des cellules tumorales des carcinomes de la thyrolde. Le récepteur HGF est
également surexprimé dans 28% des cancers des ovaires (33), dans 25%
des carcinomes humains du poumon (97), dans les cancers humains du
pancréas (36), dans 46% des carcinomes gastriques (87), dans 60% des
ostéosarcomes (38), dans les cellules squameuses de carcinomes oraux
(86) et dans 40% des adénocarcinomes humains de la prostate (56). Une
amplification du géne c-Met a également été observée dans 10% des
carcinomes gastriques humains (87). De plus, une surexpression du facteur
HGF a été constatée dans le cancer humain du pancréas (36) et du poumon
(97). Une boucle d’activation autocrine HGF/c-Met a aussi été observée dans
les cancers du poumon (58, 143, 144) et du sein (106, 147). Des mutations
dans le domaine tyrosine kinase de c-Met, qui méne a son activation
constitutive, ont également été observées dans les carcinomes papillaires
rénaux (124, 125). En bref, quel que soit le mécanisme par lequel le géne
met est dérégulé dans les néoplasmes, surexpression, stimulation autocrine
ou mutation, ils ménent tous a une sur-activation du récepteur (86) et de fait,
a une sur-activation des voies de signalisation cellulaires dépendantes de c-

Met, telle la voie de la PI3-kinase.

1.3 LA PI3-KINASE

1.3.1 La grande famille des PI3-kinases

Les phosphoinositide 3- kinases (PI3-kinase) constituent une famille
d'enzymes  ubiquitaires qui phosphorylent les lipides inositol
(phosphatidylinositol) a la membrane, d’ou I'appellation de lipide kinase
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(135). Les lipides ainsi phosphorylés par cette enzyme jouent un rdle
important dans la régulation de plusieurs processus cellulaires tels que la
motilité, la prolifération, la croissance et la survie, le trafic intracellulaire et le
métabolisme des hydrates de carbone (135). Ainsi, I'activation des PI3-
kinases constitue une voie majeure des signaux de transduction
intracellulaire (135). A ce jour, huit Pl3-kinases ont été identifiées chez les
mammiféres et ont été subdivisées en trois classes : classe /, classe /I et

classe /Il (135). Celle qui nous intéresse est la PI3-kinase de classe /.

1.3.2 La PI3-kinase de classe /a

A ce jour, quatre enzymes de la classe / ont été découvertes chez les
mammiféres et elles ont été cataloguées en deux sous-classes, /a et /b,
selon leur mécanisme d’'activation (135). La sous-classe /a est activée par
des récepteurs a activité tyrosine kinase (161), tandis que la Pl3-kinase de
classe Ib est activée par les sous-unités Py des récepteurs couplés aux
protéines G (71, 138). Dans mon projet de recherche, nous nous intéressons
plus particulierement a la sous-classe /a puisque le récepteur HGF est un

récepteur a activité tyrosine kinase.

1.3.2.1 La structure

La PI3-kinase de classe /a est une protéine hétérodimérique
composée d'une sous-unité catalytique p110 et d’'une sous-unité régulatrice
(40). On retrouve chez les mammiféres trois isoformes connues de la sous-
unité p110: p110a, p110B, p1103 (42-58% d’homologie) (152). Les isoformes
p110a et p110B ont une distribution tissulaire ubiquitaire chez I'adulte, tandis
que la p1108 a une distribution plus restreinte, avec une haute expression
dans les leucocytes (1562). Chacune de ces protéines contient un domaine
catalytique C-terminal, une région hélicoidale qui agit comme échafaud
(scaffolding) autour du quel se replie la protéine, un domaine C2 qui est
connu pour lier les phospholipides, un domaine qui lie la petite protéine G
Ras et une région N-terminal qui interagit avec la région inter-SH2 de la

sous-unité régulatrice (135) (Figure 7).
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Figure 7: Structure fondamentale de la PI3-kinase de classe /a. Tiré de Stein
et al. 2000. (135)

Toutes les sous-unités catalytiques de la classe /a interagissent avec
une sous-unité régulatrice (135). Celle-ci est souvent désignée p85 puisque
les deux premiéres isoformes purifiées (23) et clonées (37, 98, 130) avaient
un poids moléculaire de 85 kDa et ont été nommées p85a et p85p. Il est
important de mentionner que la protéine p85 ne posséde aucune activité
catalytique (40). Les sous-unités p85a et p85p contiennent aussi plusieurs
domaines : un domaine SH3 (src-homology domain 3) N-terminal, deux ou
trois segments riches en proline, une région d’homologie BCR (breakpoint
cluster region) et deux domaines SH2 séparés par un domaine appelé inter-
SH2 (40, 135). Cette région inter-SH2 est essentielle a son interaction avec
le domaine N-terminal de la sous-unité catalytique (40). |l existe plusieurs
autres sous-unités régulatrices issues de génes différents ou d'un méme
géne. En effet, le géne p85a posséde plusieurs formes d'épissage variable
codant pour les protéines régulatrices p50a et p55a (7, 39, 57) et un
troisiéme géne code pour la sous-unité régulatrice p55y (101) (Figure 7).
Ces protéines possédent seulement un court domaine N-terminal et un C-
terminal semblable & la sous-unité p85a (40). A ce jour, il n'y a aucune
indication que les différentes sous-unités régulatrices (p85a, p85p, p55a,
p55y et p50a) se lient préférentiellement a I'une ou I'autre des isoformes de
la p110 (o, B, 8) (152).
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1.3.2.2 Activation
Les Pi3-kinases de classe / sont inactives dans les cellules au repos
et elles sont rapidement activées en présence de stimuli extracellulaires
(161). Ainsi, les Pl3-kinases de classe /a peuvent étre activées via quatre
processus (161) :
(1) L'activation des récepteurs tyrosines kinases (discuté plus loin),
(2) Linteraction directe de Ras-GTP avec la sous-unité catalytique (109-
111),
(3) La liaison du domaine SH3 de p85 a la région riche en proline des
protéines Shc, Cbl et dynamin (161),
(4) La liaison de la région riche en proline de p85 au domaine SH3 des
protéines Lyn, Fyn, v-Src, Grb2, Abl et Lck (161).
En ce qui a trait 8 mon projet, je m'intéresse particuliérement a I'activation
de la PI3-kinase de classe /a via les récepteurs a activité tyrosine kinase.
Ainsi, la majorité des récepteurs transmembranaires a activité tyrosine
kinase peuvent activer la Pl3-kinase de classe /a (161) avec des variations
dans la puissance et la durée du signal (135). Plusieurs récepteurs comme le
récepteur a linsuline et le récepteur PDGF (platelet derived growth factor)
activent la Pl3-kinase fortement, tandis que le récepteur EGF (epidermal
growth factor) active faiblement la PI3-kinase (135). Le récepteur HGF, qui
est le sujet principal de ce mémoire, active également la Pi3-kinase de

classe /a directement (51) ou indirectement via Gab1 (14, 158).

Nous avons déja mentionné que la liaison du ligand HGF a son
récepteur spécifique c-Met induit la phosphorylation de certains résidus
tyrosine. Ces résidus phosphotyrosine créent un site favorable pour leur
interaction avec les deux domaines SH2 de la sous-unité régulatrice (discuté
a la section 1.2.2.4) (135). Ainsi, le recrutement du complexe p85/p110
augmente I'activité catalytique de la PI3-kinase (40) (Figure 8). L’activation
de la kinase est probablement la conséquence d'une translocation de la PI3-
kinase du cytosol a la membrane ou son substrat est localisé et/ou d'un
changement conformationnel induit lors de la liaison de la sous-unité

régulatrice au récepteur (135).
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Figure 8 : Activation de la PI3-kinase classe /a par les récepteurs a activité
tyrosine kinase. Tiré de Stein et al. 2000 (135)

1.3.2.3 Activités

La PI3-kinase de classe / n'agit pas seulement comme lipide kinase,
tel que spécifie a la section 1.3.1, mais également comme une protéine
kinase (135). Elles possédent une activité kinase sérine/thréonine qui est
inséparable de leur activité lipide kinase (22, 30, 152). Les substrats majeurs
de l'activité kinase des Pl3-kinases de classe / sont les résidus sérine de la
sous-unité catalytique elle-méme et/ou ceux de la sous-unité régulatrice.
Dans les deux cas, la conséquence fonctionnelle de la phosphorylation est la
régulation négative de l'activité lipide kinase de I'enzyme (22, 30, 152). In
vivo, aucun autre substrat n'a encore été établi. Cependant, il se peut que
lactivité kinase de I'enzyme soit utilisée dans un contexte de signalisation
(19).

1.3.2.4 Cibles de la PI3-kinase

Les effecteurs primaires de la Pl3-kinase sont des protéines
cytoplasmiques qui contiennent un domaine PH (pleckstrin homology), c'est-
a-dire un domaine qui lie les lipides. Par la liaison au lipide, le domaine PH
facilite le recrutement direct de la molécule effectrice primaire par le second
messager (Ptdins(3,4,5)P3) et joue un réle critique dans le couplage du
signal PI3-kinase/effecteur (65). De plus, le recrutement des protéines qui

contiennent un domaine PH résulte en une colocalisation de I'enzyme et du
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substrat, lequel, dans la majorité des cas, n'est pas dans le méme
compartiment subcellulaire en condition basale (65). Les protéines a activité
kinase envers les résidus sérine/thréonine ou envers les résidus tyrosine, les
GAP (GTPase-activating protein), le facteur GNE (guanine nucleotide
exhange), les molécules adaptatrices de la signalisation cellulaire et les
protéines du cytosquelette sont tous des effecteurs en aval de la PI3-kinase
(65). Puisque ce sujet est trés vaste et complexe, je discuterai uniquement
de l'effecteur Akt/PKB, la protéine qui a été choisie dans mon projet de

recherche comme indice de I'activité de la PI3-kinase.

La protéine Akt, aussi appelée PKB (protéine kinase B), est une
protéine possédant une activité kinase envers les résidus sérine/thréonine.
Elle posséde un domaine PH liant préférentiellement le Ptdins(3,4,5)P3 et le
PI-3,4-P», des lipides générés par la PI3-kinase (59, 137). Le recrutement de
Akt a la membrane par ces phospholipides induit un changement
conformationnel de la protéine Akt (4, 150) (Figure 9). Ce changement rend
accessible, a des kinases spécifiques, deux sites potentiels de
phosphorylation (150). Ainsi, pour étre totalement active, la protéine Akt doit

étre phosphorylée sur la Thr'®

r473

par PDK1 (phosphoinositide-dependant
kinase-1) et Se par PDK2 (phosphoinositide-dependant kinase-2) (3,
150). Une fois activée, Akt se détache de la membrane et se déplace a

travers le cytosol jusqu’au noyau (4, 83).

Plusieurs groupes de recherche utilisent le degré de phosphorylation
de Akt comme reflet de 'activité de la PI3-kinase. Celui de Carter Van Was
(34) a démontré que le HGF induit I'expression des facteurs de
I'angiogenése dans des cellules tumorales via la voie de la PI3-kinase en
étudiant le degré de phosphorylation de Akt en présence et/ou en absence
de plusieurs composés, dont les inhibiteurs de la PI3-kinase. Cette approche
a egalement été utilisée par le groupe de Alan Lichtenstein pour étudier le
role de la PI3-kinase dans les réponses cellulaires de myélome multiple.
(146).
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Figure 9 : Modéle du mécanisme d’activation de Akt/PKB par la PI3-kinase.
Adapté de Vanhaesebroeck et al. 2000. (150)

1.3.2.5 Implications physiologiques

La PI3-kinase est une protéine régulatrice essentielle dans le contréle
de plusieurs processus cellulaires tels que la prolifération, la croissance et la
survie, la motilité, le trafic intraceliulaire et le métabolisme des hydrates de
carbone (135). Pour fin de simplicité, je ne décrirai que I'implication de la PI3-
kinase dans les deux processus cellulaires étudiés dans mon projet de

recherche soit dans la prolifération et la motilité cellulaire.

1.3.2.5.1 Prolifération cellulaire

A ce jour, il est clair que la PlI3-kinase est impliquée dans le
phénomeéne de la prolifération cellulaire (135). Ce role a été démontré par
plusieurs groupes de recherche indépendants via la technique de
lincorporation de la H-thymidine (taux de synthése de I'ADN) (12, 131).
Skouteris et al. ont démontré que I'activation de la Pl3-kinase est requise

dans la prolifération cellulaire induite par le HGF chez les hépatocytes en
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étudiant I'effet de la wortmannine (0.1 & 10 uM), un inhibiteur de la PI3-
kinase, sur lincorporation de la 3H-thymidine (131). Band et al. ont
également démontré I'implication de la PI3-kinase dans la synthése d’ADN
induite par le facteur de croissance EGF via lincorporation de la °H-
thymidine en présence de wortmannine (100 nM) ou de LY294002 (50 uM)
(12). 1l est donc sans équivoque que les inhibiteurs de la PI3-kinase, a une
concentration qui inhibe la Pi3-kinase de classe /a, induisent une diminution
de la croissance cellulaire (135). Cependant, plusieurs études indépendantes
ont démontré que le degré d'implication de la PI3-kinase dans la prolifération
cellulaire dépend du type cellulaire et du stimulus (revue par (114)). Ceci a
été illustré par Roche et collaborateurs, dans le cas de I'implication de la PI3-
kinase dans la prolifération cellulaire induite par les facteurs de croissance
EGF et PDGF. A I'opposé, ils ont également montré que les facteurs de
croissance bombesin et CSF-1 (colony-stimulating factor-1) induisent la
synthése d'ADN en absence de la PI3-kinase active (108).

L'implication de la PI3-kinase dans la prolifération cellulaire passe
donc principalement par ['activation de Akt/PKB (Figure 10) (voir section
1.3.2.4). Une fois activée, la protéine Akt peut catalyser la phosphorylation de
plusieurs protéines telles que GSK3 (glycogen synthetase kinase 3), FHR-TF
(forkhead-related transcription factor) et la p70°® kinase, qui régulent a leur
tour 'expression de la p27** et/ou de la cycline D1 (114).
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Figure 10 : Le contréle de la prolifération cellulaire par la PI13-kinase via le
role central de PKB/Akt. Les lignes vertes et roses représentent 'activation et
I'inactivation respectivement des protéines cibles. Tiré de Roymans et al.
2001. (114)

1.3.2.5.2 Motilité cellulaire

La motilité cellulaire est un processus fondamental trés complexe qui
est régulé par de multiples protéines et voies de signalisation. Ce processus
a été décrit en détail auparavant dans la section [.1.2.2 de cette introduction.
En conséquence, je décrirai uniquement l'implication de la PI3-kinase

comme protéine modulatrice de ce phénoméne.

Tout d’abord, I'implication de la PI3-kinase dans la motilité cellulaire a
été largement démontrée par plusieurs groupes de recherche indépendants:
(1) Royal et al. ont confirmé l'implication de la PI3-kinase dans la dissociation

et I'étalement des cellules MDCK induits par le HGF, et ce, par le biais

d’une inhibition de ces processus par la wortmannine (112, 113).
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(2) Les résultats obtenus par le groupe de Nakamura et al. indiquent que la
surexpression de c-Met dans les cellules de carcinomes rénaux induit une
augmentation de la motilité cellulaire et que la Pl3-kinase contribue de
fagon importante a cette augmentation de la motilité (88).

(3) Le groupe de Nakanishi et al. a démontré que le HGF induit la migration
d’hépatocytes isolés de carcinomes humain via l'activation de la PI3-
kinase en étudiant la migration cellulaire par I'utilisation des chambres de
Boyden en présence de HGF et/ou de wortmannine (92).

L'implication de la Pl3-kinase dans la motilité cellulaire a également été

étudiée par plusieurs autres groupes de recherche (13, 68) et la conclusion

est la méme, c'est-a-dire que la PI3-kinase joue un certain role dans la

motilité cellulaire.

La figure 11 montre que la PI3-kinase est impliquée dans le controle
de la motilité cellulaire via son implication dans de nombreux processus tels
que l'adhésion cellulaire, la formation de lamellipodes et de filopodes, la
régulation du cytosquelette d’actine (formation des fibres de stress) et Ia
régulation des autres composantes du cytosquelette (114). Ainsi, la PI3-
kinase est activée par des signaux extracellulaires agissant a travers les
récepteurs a activité tyrosine kinase ou les récepteurs intégrine. Il y a liaison
des phospholipides générés par la Pl3-kinase aux facteurs GNEF (guanine
nucleotide exchange factors), GEF (guanine exchange factor) ou GAP
(GTPase-activating protein), qui catalysent la conversion des petites GTPase
de la forme GDP a la forme GTP. Ainsi, ces facteurs activent spécifiquement
un des membres de la famille des petites protéines G (Rho, Rac et cdc42)
(75, 114). Une fois activées, les protéines cdc42, Rac et Rho sont capables
d’activer plusieurs effecteurs en aval, ce qui conduit a l'activation de
différentes protéines et processus impliqués dans la motilité (114) (Figure
11). Ainsi, la PI3-kinase régule plusieurs étapes de la motilité cellulaire via

son contréle sur I'activation des protéines GTPase (114).
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Figure 11 : Le contréle de la motilité cellulaire par la P13-kinase via
I'activation des petites protéines G, Rho, Rac et cdc42 (114). Les lignes
vertes représentent I'activation des protéines cibles. Tiré de Roymans et al.
2001. (114)
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1.3.3 Les inhibiteurs de la PI3-kinase

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour étudier I'implication
des PI3-kinases dans les processus cellulaires : I'utilisation d'inhibiteurs de la
PI3-kinase, la microinjection d'anticorps neutralisant la Pl3-kinase, la
mutation des récepteurs membranaires, la transfection de protéines PI3-
kinase a action dominante négative, I'étude de la génération des lipides
inositol, et enfin, I'invalidation des génes de la Pl3-kinase (151). Dans mon
projet de recherche, nous avons utilisé I'approche des inhibiteurs de la PI3-
kinase. Il y a deux inhibiteurs connus de la PlI3-kinase, la wortmannine et le
LY294002 (Figure 12).

@
4

LY294002

Wortmannin

Figure 12 : Structure moléculaire des inhibiteurs de la Pl3-kinase. Tiré de
Stein et al. 2001 (134)

Ces deux inhibiteurs sont souvent utilisés en culture cellulaire pour
étudier a court terme les fonctions biologiques modulées par la PI3-kinase de
classe / (135) (40). Cependant, il est important de mentionner que la
wortmannine et le LY294002 ne sont pas aussi spécifiques qu'attendu vis-a-
vis la classe / des Pl3-kinases. En effet, plusieurs isoformes de la Pi3-kinase
sont inhibées par ces deux drogues a des concentrations semblables a
celles requises pour inhiber la p110a/p85a. (135). De plus, la wortmannine et
le LY294002 inhibent la croissance cellulaire a des concentrations qui
inhibent la PI3-kinase de classe /a. Ces deux composés, a des
concentrations élevées, induisent I'apoptose en plus d'induire des effets non
spécifiques (135). Cependant, utilisés a des doses raisonnables, ces deux
inhibiteurs peuvent donner une bonne indication de I'implication ou non d'une

activité PI3-kinase dans un type cellulaire donné.
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1.3.3.1 La wortmannine

La wortmannine est un métabolite secondaire que I'on retrouve dans
une grande variété d'espéces de champignons (104). A [lorigine, la
wortmannine était considérée comme un inhibiteur des MLCK (myosin light
chain kinase) (93). Aujourd’hui, on considére la wortmannine comme un
inhibiteur potentiel et sélectif de la P13-kinase (104). Ainsi, ce métabolite
fongique inhibe la formation des phosphatidylinositol-3-phosphates dans les
cellules intactes (104). Des analyses détaillées ont démontré que la
wortmannine est un inhibiteur irréversible non-compétitif de la PI3-kinase et
qu’elle induit une inactivation de la P13-kinase qui est dépendante du temps
d’action et de sa concentration (104). Ainsi, la wortmannine inactive la PI3-
kinase par une modification covalente de la Lys-802, un résidu de la p110a
impliqué dans la réaction de transfert des phosphates (160). La liaison de Ia
wortmannine au site de liaison a I'ATP de la PI3-kinase induit donc un
changement conformationnel du domaine catalytique (157). La concentration
requise de wortmannine pour inhiber 50% de I'activité de la PI3-kinase (ICsp)
des mammiféres est de 1-10 nM (40). Une revue de la littérature montre
cependant qu'’il y a une grande variation de la concentration de wortmannine
utilisée, en fonction des types cellulaires. Selon Nakanishi et al., la
wortmannine est toxique a une concentration supérieure & 30 nM sur des
cellules d’hépatocytes de carcinome humain (92), tandis que Royal et al.
utilisent une concentration de 500 nM-1uM sur des cellules MDCK en culture
(113). Encore selon Royal et al., la wortmannine, a une concentration de 100
nM et 1 uM, inhibe I'activité de la PI3-kinase en présence de HGF seulement
de 35% et 65% respectivement (113). |l est important de prendre en
considération que lorsque la wortmannine est utilisée sur des cellules
intactes, il est trés difficile d'établir la concentration adéquate de drogue a
utiliser puisque la wortmannine est trés instable (151). Malgré cette
controverse, il est certain que la concentration de wortmannine utilisée doit
étre trés faible, de I'ordre du nanomolaire, puisque la wortmannine peut avoir
un effet sur d’autres protéines kinase (28, 135). Le tableau 1 résume l'effet
de la wortmannine 1 pM sur de nombreuses protéines a activité tyrosine

kinase d'origine humaine (28). On observe que la wortmannine inhibe
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complétement (100%) l'activité de la PI3-kinase et inhibe de 96 % [l'activité
de la SmMLCK .

Tableau 1: Activité résiduelle des protéines tyrosine kinase en présence de
wortmannine (1 uM) et de LY294002 (50 uM). Adapté de Davies et al., 2000.

(28)
Wortmannin LY

294002
Protein kinase {1 V) (50 pA)
(a) Core panel
MKK1 86+1 1011
MAPK2PERK?2 9012 11413
JNK T 1 ISAPK' I g7+ 1 08+0
SAPK2afp38 86+5 98+3
SAPK2Bb/p38R2Z 7423 98+0
SAPK3rp38y 75+5 g7+2
SAPK4/p388 79+11 941
MAPKAP-K1b 92+3 702
MAPKAP-K2 1025 74x5
MSk1 9944 2837
PRAK 85+4 686
PKA 97 +5 g1x4
PKCo. 1002 91+4
PDK1 88=+9 76x4
MKDeo 966 GOoL2
SGK 1017 T2+1
S6K1 1063 817
GSK3p 85+10 531
ROCK-1I 91+1 10410
ANMPK 1061 103+0
CK2 98=+3 18x1
PHK 1004 4410
LCK 95+4 85+8
CHK1 99+3 go+2
() Other
kinases
CAM-KII
SkMLCK 1041
SMMLCK 4+
PKCs
MIKIK3
MK 4
MKIKB
MKIK?
Pl 2-kinase 0+0 130

PRK2
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1.3.3.2 Le LY294002

Le LY294002, 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one, est
un autre inhibiteur de la PI13-kinase communément utilisé. 1l est un dérivé
morpholino du bioflavonoide quercetine, un inhibiteur de la PI3-kinase et de
plusieurs autres protéines tyrosine kinase et protéines sérine/thréonine
kinase (155). Plusieurs chromones ont été synthétisées et leur efficacité a
inhiber la PlI3-kinase a été évaluée (155). Un seul composé, le LY294002,
s’est avéré étre un inhibiteur sélectif de la PI3-kinase avec un potentiel 2.7
fois supérieur a la quercetine (155). De plus, le LY294002 50 uM n’a aucun
effet inhibiteur sur plusieurs enzymes qui requiérent de I'ATP dont les
récepteurs a activité tyrosine kinase EGF et PDGF (155). Cependant, il
inhibe certaines autres protéines tyrosine kinase dont celles de la
superfamille des PI3-kinases (28). L'effet du LY294002 sur l'activité de
certaines protéines tyrosine kinase d’origine humaine est montré dans le
tableau 1. On observe que le LY294002 inhibe la protéine CK2 (casein
kinase 2) (82%) avec un potentiel similaire a celui de la PlI3-kinase (87%)
(28, 135). Toutes ces informations ménent a la conclusion que le LY294002
est moins efficace et spécifique que la wortmannine (28). Cependant,
contrairement a la wortmannine, le LY294002 est un inhibiteur réversible
compétitif du site de liaison a 'ATP de la PI3-kinase. Plusieurs groupes de
recherche utilisent le LY294002 a une concentration qui varie entre 20 et 50
uM : Sipeki et al. (20 uM) (129), Royal et al (30 uM) (112) et Kamikura et al
(50uM) (63). Il est également important de mentionner que le LY294002,
malgré sa faible solubilit¢ dans I'eau, est beaucoup plus utilisé dans les

cellules intactes que la wortmannine puisqu'il est beaucoup plus stable (157).

Etant donné le réle de la Pl3kinase dans la prolifération cellulaire,
particulierement dans le cancer et d'autres maladies prolifératives, I'inhibition

de la PI3-kinase constitue un grand potentiel thérapeutique (135).
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1.3.4 La PI3-kinase et le cancer

Malgré le manque de preuves d’'une aberration génétique de la PI3-
kinase dans les cancers, un grand nombre d'observations suggérent que les
voies de signalisation de la PI3-kinase peuvent étre activées dans différents
types de cancers (151). Ainsi, plusieurs génes suppresseurs de tumeurs et
oncogénes sont des composantes du réseau de signalisation cellulaire de la
PI3-kinase (65). De plus, la synthése et/ou I'hydrolyse anormales des lipides
phosphoinositides peuvent jouer un role dans la transformation cellulaire
(65).

1.3.4.2 Amplification et surexpression de la PI3-kinase

L'expression de la PI3-kinase est augmentée dans 75% des cancers
du sein (48) et il y a une augmentation de l'activité de la PI3-kinase dans
86% des cancers colorectaux (100). De plus, une amplification de PIK3CA, le
géne codant pour la sous-unité catalytique p110a, a été observée dans le
cancer des ovaires (126) et du cervix (79). Ces observations suggérent donc
que la PI3-kinase est un oncogéne qui joue un réle important dans plusieurs

cancers.

En plus du réle direct de la PI3-kinase en tant qu'oncoprotéine,
I'implication de la voie PI3-kinase dans le cancer peut étre observée via la
protéine Akt/PKB. Ainsi, la protéine Akt1 est surexprimée et amplifiée dans
20% des adénocarcinomes gastriques (132). La protéine Akt2 est également
surexprimée et amplifite dans 3% des cancers du sein (18), 12% des
cancers des ovaires (18) et 10% des cancers du pancréas (25). La protéine
Akt3 est surexprimée et amplifi€e dans certains cancers du sein insensibles
aux hormones stéroidiennes (94). Le mécanisme d'action suggéré est que la
surexpression de la protéine Akt induit un blocage de I'apoptose. Ceci
pourrait expliquer l'implication de la PI3-kinase dans la transformation
cellulaire (134).

A ce jour, il N’y a aucune mention de la présence de mutations de la
Pi3-kinase dans les cancers humains (135). Cependant, le groupe de

Jimenez et al. ont démontré qu'un mutant de la sous-unité régulatrice p85 de
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la PI3-kinase, obtenu a la suite d’une irradiation aux rayons X, induisait une
activation constitutive de I'enzyme et contribuait a la transformation de ces
cellules isolées d’'une tumeur de tissus lymphoide de souris (61). lls n’ont

cependant pas encore rapporté l'identification de cette mutation.

1.3.4.3 La PI3-kinase et les oncoprotéines

La double activité enzymatique de la PI3-kinase (lipide et protéine
kinase) confére a cette enzyme I'habileté d’activer de nombreuses protéines
de la signalisation cellulaire incluant les oncoprotéines Src, Ras, Rac, abl et
'antigéne T (70). Il a été démontré que certaines oncoprotéines dont Src
(42), abl (153) et l'antigéne T (159) forment des complexes avec la PI3-
kinase (70). De plus, la présence de la PI3-kinase dans la cellule est requise
pour que ces oncoprotéines induisent la transformation cellulaire (70). Ainsi,
la formation des complexes PI3-kinase/oncoprotéines induit I'activation de la
PI3-kinase et une augmentation de la concentration cellulaire de
PtdIns(3,4)P, et Ptdins(3,4,5)P3 (43, 153). De plus, il a également été
observé que le pouvoir transformant des oncoprotéines diminue en
concordance avec la diminution intracellulaire des phosphoinositides (43,
153).

1.3.4.4 Une anomalie dans la synthése ou [I'hydrolyse des
phospholipides

L'augmentation des lipides phosphoinositides peut mener a une
croissance cellulaire indépendante des facteurs de croissance, a une
augmentation de la prolifération cellulaire, & une augmentation de la motilité
cellulaire et a I'échappement de I'apoptose; tous ces éléments conduisent a
la transformation cellulaire (65). Il y a trois principaux mécanismes a travers
lesquels une augmentation des lipides phosphoinositides peut avoir lieu dans
un cancer: l'inactivation de la lipide phosphatase PTEN, I'amplification ou la
mutation d’un récepteur et I'activation de la Pi3-kinase via une mutation dans

'oncogéne Ras (65).
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1.3.4.4.1 Inactivation de PTEN

Un défaut dans la dégradation des seconds messagers générés par la
P13-kinase est un mécanisme alternatif pouvant induire une augmentation de
l'activité de la voie PI3-kinase (135). Le géne PTEN, un géne qualifié de
suppresseur de tumeur, encode une lipide phosphatase qui a la capacité
d’hydrolyser le phosphate en position 3' du PtdIns(3,4,5)P3 (31). On retrouve
trés souvent des mutations de PTEN chez les cancers humains et
particulierement chez les glioblastomes (76), le cancer de la prostate (76), le
cancer du sein (76) et le cancer des ovaires (119). De plus, de récentes
études ont démontré qu'une déficience de PTEN induit une diminution de
I'apoptose et une augmentation de I'activité et de la phosphorylation de Akt,
un régulateur crucial de la survie cellulaire (133).

1.3.4.4.2 Les récepteurs a activité tyrosine kinase amplifiés ou mutés

La PI3-kinase est activée par plusieurs récepteurs présents a la
surface de la cellule, tels les récepteurs des facteurs de croissance PDGF et
EGF, qui ont déja un réle établi d’'oncogéne (135). De méme, I'amplification
ou la mutation de c-Met induit une activation du récepteur qui méne
indirectement & une augmentation de la production des lipides
phosphoinositides et qui a leur tour, activent différentes voies de signalisation
(65). Certaines études ont démontré que le récepteur c-Met muté est
responsable du carcinome papillaire rénal héréditaire (123) et qu'une
augmentation de l'activation de la Pl3-kinase/Akt est associée a cette
mutation de c-Met (162). D’autres exemples de I'implication de la P13-kinase
dans la transformation cellulaire via c-Met ont également été mentionnés

dans la section 1.3.2.5.2.

1.3.4.4.3 L’activation de 'oncogéne Ras

La protéine Ras est activée par une mutation dans approximativement
25% de toutes les tumeurs humaines et certaines de ces tumeurs acquiérent
leur capacité transformante via leur association avec la PI3-kinase de classe
I (65). Ainsi, I'activation de la P13-kinase dépendante de Ras (expliqué dans
la section 1.3.2.2) induit une régulation positive de la voie de Akt et permet a
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la cellule d’éviter 'apoptose, ce qui contribue a un phénotype transformé des
cellules (69).

.4 LES CELLULES MSV-MDCK-INV

Les cellules MSV-MDCK-INV ont été isolées de la lignée de cellules
MSV-MDCK par le laboratoire du Dr lvan Robert Nabi du département de
pathologie et biologie cellulaire de I'Université de Montréal (74). Elles sont
particulierement intéressantes du fait qu’elles possédent des caractéristiques
de cellules épithéliales transformées et de cellules invasives. En
collaboration avec le Dr Nabi, le laboratoire de recherche du Dr Noél cherche
a comprendre les mécanismes moléculaires régissant ces propriétés. Mon

projet de recherche s'intégre dans cette thématique.

.4.1 Transformation par le virus du sarcome de Moloney

Les cellules MDCK (Mardin-Darby canine kidney) sont un excellent
modele in vitro des cellules épithéliales puisqu'elles forment une
monocouche de cellules polarisées reliées entre elles par des jonctions
serrées (17). Tel que mentionné a la section 1.2.2.5, les cellules MDCK
répondent trés bien au HGF, particulierement la souche / de forte résistance
transépithéliale. De ce fait, elles constituent un excellent modéle in vitro pour
étudier les effets du HGF sur le mouvement cellulaire et le changement de
morphologie (10). Ainsi, pour déterminer les bases moléculaires impliquées
dans l'acquisition du phénotype motile et invasif des cellules épithéliales, un
modele de cellules MDCK transformées par le virus MSV (Moloney sarcoma
virus) a éteé utilisé. Cette lignée de cellules transformées, les cellules MSV-
MDCK, a été obtenue chez American Type Culture Collection. Les cellules
MSV-MDCK ont une morphologie fibroblastique, elles ne forment pas de
contacts intercellulaires serrés et elles ont perdu leur forme cuboidale et leur
capacité a se polariser (17). Comparées aux cellules MDCK, qui possédent
des fibres d’actine corticales et des fibres de stress, les cellules MSV-MDCK
ont un cytosquelette d’'actine désorganisé et possédent moins de fibres de

stress (74). De plus, comparées aux cellules MDCK, les cellules MSV-MDCK
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possédent une distribution différente de certaines protéines telles que la
cadhérine E (médiateur de l'adhésion cellule-cellule), la desmoplakine
(protéine spécifigue des desmosomes) et ZO-1 (protéine spécifique des
jonctions serrées) (17, 128). Dans les cellules MDCK, ces protéines sont
localisées aux membranes latérales, alors que dans les cellules MSV-MDCK,
il y a une perte ou une expression désorganisée de ces protéines (128). Une
perturbation et/ou une diminution de I'expression de ces protéines dans les
cellules MSV-MDCK suggérent qu’'elles jouent un rdle crucial dans le
maintien du phénotype épithélial des cellules MDCK et I'acquisition du
phénotype invasif des cellules MSV-MDCK (17, 128). Il a d'ailleurs été
démontré par Behrens et al., ainsi que par Simard et al., que les cellules
MSV-MDCK sont plus motiles et invasives que les cellules MDCK (17, 128)
et que le mouvement des cellules MSV-MDCK est plus directionnel (128). II
est également important de mentionner que la lignée cellulaire MSV-MDCK

est hétérogéne et que certains clones ont une motilité accrue (128).

.4.2 Sélection d’une population invasive

Comme mentionné ci-haut, les cellules MSV-MDCK-INV ont été
isolées a partir de la population hétérogéne de la lignée cellulaire MSV-
MDCK. La sélection des cellules MSV-MDCK-INV a été réalisée sur la base
de leur capacité a envahir une matrice extracellulaire, d'ou leur nom MSV-
MDCK-INVASIVE. Les chambres d'invasion, composées d’une chambre
supérieure et d'une chambre inférieure séparées par un filtre poreux, ont été
utilisées pour sélectionner ces cellules. Ainsi, les cellules MSV-MDCK ont été
ensemencées dans la chambre supérieure sur le filtre recouvert de Matrigel®
et aprés 24h d'incubation, les cellules qui ont réussi a traverser les pores de
8 um ont été récoltées dans la chambre inférieure. Cette procédure a été
répétée trois fois et la lignée cellulaire homogene MSV-MDCK-INV a été
obtenue.(74) Ainsi, les cellules MSV-MDCK-INV possédent un phénotype
stable et distinct des lignées parentales, les cellules MDCK et MSV-MDCK.

1.4.3 Caractéristiques des cellules MSV-MDCK-INV
Les cellules MSV-MDCK-INV, comparées aux cellules MDCK et MSV-
MDCK, possédent de multiples pseudopodes, ne contiennent pas de fibres
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de stress et font moins de contacts intercellulaires (Figure 13) (74).
Contrairement aux cellules MDCK et MSV-MDCK, les cellules MSV-MDCK-
INV montrent une augmentation de I'expression de l‘actine B et une
redistribution de l‘actine § a I'extrémité des pseudopodes (74). De plus,
l'actines a, y, G et F ont une distribution différente dans les cellules MSV-
MDCK-INV comparativement aux cellules MDCK et MSV-MDCK. L'actine est
distribué a travers tout le cytoplasme et aussi en périphérie dans les cellules
MDCK et MSV-MDCK, tandis que dans la lignée MSV-MDCK-INV, I'actine a,
Y, G et F est relativement augmenté dans les pseudopodes tout en étant

présente a travers le cytoplasme (74).

-

MSV-MDCK MSV-MDCK-INV

Figure 13 : La morphologie et I'organisation du cytosquelette d’actine des
trois lignées cellulaires. Marquage de I'actine-F par la phalloidine couplée au

rouge texan. La barre = 10 uM. Adapté de Vadnais et al. (149)

I a également été démontré que les multiples protusions
pseudopodiales riches en actine  sont concentrées en protéines
phosphorylées, tel que révélé par un anticorps reconnaissant toutes les
protéines contenant des résidus tyrosine phosphorylés (149). De
nombreuses protéines sont hautement phosphorylées sur tyrosine dans les
cellules MSV-MDCK-INV comparativement aux cellules MDCK et MSV-
MDCK, et tout particuliérement le récepteur HGF (Figure 14). L’expression

du récepteur HGF est constante dans les trois lignées cellulaires, ce qui
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suggére que le récepteur HGF est constitutivement phosphorylé et activé
dans les cellules MSV-MDCK-INV (149).

MDCK MSV-MDCK MSV-MDCK-INV

175

Figure 14 : Degré de phosphorylation sur les résidus tyrosine du récepteur

HGF dans les trois lignées cellulaires. Immunoprécipitation et
immunobuvardage de type western avec un anticorps anti-phosphotyrosine.
Adapté de Vadnais et al. (149)

Il a également été démontré que cette activation constitutive du
récepteur était due a une boucle autocrine et que cette boucle était
directement responsable de la formation des pseudopodes et de ce fait, du
potentiel motile des cellules MSV-MDCK-INV. (149)

.5 BUT DU PROJET

On sait que le HGF, via la stimulation de son récepteur membranaire
et 'activation subséquente de certaines voies de signalisation intracellulaire,
peut induire une motilité ou une migration accrue de plusieurs types
cellulaires. L'implication de la PI3-kinase comme régulateur positif de la
motilité et de linvasion cellulaire a été démontrée dans plusieurs types
cellulaires et par plusieurs groupes de recherche indépendants. Sachant que
les cellules MSV-MDCK-INV expriment le récepteur HGF (HGF-R), qu'il est
hautement phosphorylé sur tyrosine dans les cellules MSV-MDCK-INV et
gu’une boucle autocrine HGF-HGF-R module la motilité et le phénotype de
ces cellules, I'objectif du présent projet de recherche est de déterminer
I'implication de la PI3-kinase dans I'acquisition du phénotype motile des
cellules MSV-MDCK-INV. Ainsi, nous cherchons a comprendre le ou les
mécanisme(s) cellulaire(s) impliqué(s) dans la motilité des cellules MSV-
MDCK-INV.



Il. MATERIEL ET METHODES

i1 ANTICORPS ET REACTIFS

11.1.1 Réactif de culture cellulaire
Le FBS (fcetal bovine serum), la glutamine, les acides aminés essentiels,
les vitamines, la pénicilline, la streptomycine et la trypsine ont été achetés chez

Gibco Life Technologies (Burlington, ON).

1.1.2 Drogues

Le LY294002 et la wortmannine sont produits par BIOMOL Research
Laboratories Inc (Plymouth Meeting, PA) et distribués par Cedarlane
Laboratories Limited (Hornby, ON). L'orthovanadate de sodium, I'herbimicyne et
le premier LY294002 utilisé ont été obtenus de Sigma Chemical (St-Louis, MO).
L’'anti-HGF provient de Santa Cruz Biotechnologie (Santa Cruz, CA).

I.1.3 Anticorps primaires

r473

Les anticorps anti-phospho (Ser* “)-Akt et anti-Akt ont été achetés chez

Cell Signaling (distribués par New England Biolabs LTD., Missisauga, CN). Les
anticorps anti-phosphotyrosine (PT) et anti-p125 % proviennent de Santa Cruz
Biotechnologie (Santa Cruz, CA), lanti-phospho-c-Met (Y1230.1234123% 4g
Biosource International (distribué par Medicorp Inc, Montréal, Qc) et I'anticorps

anti-P|3-kinase (p85) de BD Biosciences (Mississauga, ON).

I.1.4 Anticorps secondaires
Les anticorps secondaires de chévre AffiniPure anti-lgG de lapin et anti-
IgG de souris couplés aux molécules de HRP (horseradish peroxidase) ont été

obtenus de Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. (West Grove, PA).
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1.1.5 Autres

La phalloidine conjuguée au Texas red a été achetée chez Molecular
Probes (Eugene, OR). Le réactif ECL (enhanced chemiluminescence) a été
obtenu de Mandel (St-Laurent, Qc) et le réactif BCA (bicinchoninic acid) de
Pierce Biotechnology Inc (Rockford, IL). La membrane de nitrocellulose Hybond-
C Extra de 45 microns provient de Amersham Life Science (Arlington Heights,
IL). La thymidine [methyl-*H] a été achetée chez ICN Biomedicals, Inc (Irvine,
Californie). Le collagéne de type / de queue de rat provient du laboratoire du Dr
Richard Béliveau et les chambres de Boyden ont été obtenus de Fisher
Scientific LTD (Corning, NY).

.2 CULTURE CELLULAIRE

Les cellules MSV-MDCK-INV ( Le et al., 1998) sont mises en culture dans
du milieu Dulbecco’s minimun essential medium contenant du NaHCO3; 25 mM
(DMEM-NaHCO3) supplémenté de FBS 10%, d’acides aminés non-essentiels
10 mM, de glutamine 1 mM, de vitamines 10 mM, de la pénicilline et de la
streptomycine sous une atmosphére de 5% CO, a 37°C. Les cellules ne doivent
pas atteindre une confluence de plus de 70%. Il faut donc les diviser tous les
lundi, mercredi et vendredi. Lors de la division, les cellules MSV-MDCK-INV
sont rincées au PBS et incubées 40 secondes avec de la trypsine 0.05%. La
trypsine digére les protéines nécessaires a I'adhésion cellulaire et permet ainsi
la déadhésion (détachement) des cellules du plat de Pétri. Par la suite, les
cellules sont comptées et ensemencées a une densité de 100 000 a 250 000
cellules par plat de 10 cm de diameétre. |l est important de mentionner que les
cellules MSV-MDCK-INV sont jetées aprés un passage superieur a 18, le
passage no 1 étant celui ou les cellules ont été sélectionnées de la population
totale des cellules MSV-MDCK (voir section 1.4 de l'introduction). Ces conditions
de culture sont aussi utilisées pour les cellules traitées avec les inhibiteurs
LY294002, wortmannine, herbimycine et orthovanadate de sodium.
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II.3 IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN

I1.3.1 Lysat cellulaire

Les cellules MSV-MDCK-INV sont ensemencées a une densité de 5X10°
cellules par plat de 10 cm de diamétre et sont laissées en culture deux jours.
Sur la glace, la monocouche de cellules est lavée deux fois avec du PBS-CM
(NaCl 140 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 2.7 mM, KH,PO4 2.7 mM, CaCl, 0.1 mM
et MgCl; 1 mM) et 100 pL de tampon de lyse (PBS comprenant SDS 1%, EDTA
5 mM, orthovanadate de sodium 0.2 mM, glycérophosphate 40 mM et les
inhibiteurs de protéases PMSF 0.1 mM, phénanthroline 0.1 mM, pepstatine 1
pug/ml, leupeptine 1 pg/mi, aprotinine 1 pg/ml) est ajouté dans chaque plat. Les
cellules sont grattées et 'ADN est brisé par deux rondes de sonication de 15
sec, force 2, au moyen d'un sonicateur Branson 450 (Danbury, CT). Les
protéines sont récupérées a la suite d'une centrifugation de 30 minutes a 12 800

RPM a 4°C (les protéines se retrouvent dans le surnageant).

I.3.2 Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué avec le réactif BCA (bicinchoninic
acid) de chez Pierce (Rockford, IL). Ce composé permet de détecter et de
quantifier les protéines totales par colorimétrie. Cette méthode est basée sur le
principe que le Cu®* est réduit en Cu'* par les protéines en milieu alcalin et que
le réactif BCA posséde une haute sensibilité et affinité pour le Cu'*. Ainsi, la
détection colorimétrique (coloration mauve) est le produit de la chélation de
deux molécules de BCA et d’un ion Cu'*. Ce complexe soluble dans I'eau
absorbe a une longueur d’onde de 562 nm de fagon linéaire en fonction de la
concentration. La concentration des protéines est généralement déterminée en
référence a une courbe-étalon en utilisant la protéine BSA (bovine serum
albumin). Dans des tubes, une série de concentrations de BSA est préparée (0,
2, 4, 6, 16, 32 ng/ml) pour la courbe-étalon ainsi que deux quantités différentes
(5 et 10 uL) pour tous les échantillons de protéines a doser. Par la suite, 1 ml de

reactif BCA est ajouté dans chaque tube et ceux-ci sont incubés 30 minutes a
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37°C. Apreés l'incubation, les tubes sont laissés a la température de la piéce 10
minutes puisque l'intensité de la coloration varie beaucoup moins en fonction du
temps a cette température. A l'aide d'un spectrophotométre, a la longueur
d'onde de 562 nm, I'absorbance du témoin (sans protéine), des étalons et de
tous les échantillons a doser sont mesurées dans un délai de 10 minutes pour
eviter les erreurs significatives dues au changement de couleur continue du
réactif BCA. Les absorbances obtenues pour les étalons ainsi que leur
concentration connue en protéines permettent de faire une courbe sur laquelle
on peut déduire la concentration en protéine des échantillons a doser puisque

I'absorbance a été mesurée.

11.3.3 Séparation des protéines sur un gel de polyacrylamide

L'électrophorére sur gel de polyacrylamide en présence de SDS permet
de séparer les protéines selon leur poids moléculaire. Une concentration de
7.5% a toujours été utilisée pour mes expériences puisque celle-ci permet une
bonne seéparation des protéines de haut poids moléculaires (protéines c-Met
environ de 160 kDa) tout en ne désavantageant pas la séparation des protéines
de bas poids moléculaire (protéine Akt de 65 kDa).

Tout d’abord, I'assemblage des vitres propres est effectué et le gel de
séparation (Tris-HCL 375 mM pH 8.8, SDS 0.1 %, acrylamide 7.5%, TEMED
0.1%, ammonium sulfate 0.1%) est coulé. Aprés une période de polymérisation
de 45 minutes, le gel d'entassement (Tris-HCL 375 mM pH 8.8, SDS 0.1 %,
acrylamide 4%, TEMED 0.1%, ammonium sulfate 0.05%) est coulé et un peigne
de 10, 15 ou 20 puits est inséré. Les échantillons de protéines doivent étre
préparés avec du tampon Laemmli 3X (B-mercaptoéthanol 15%, SDS 7.5%,
glycérol 30%, Tris-HCL 300 mM pH 6.8 et bleu de bromophénol) pour dénaturer
les protéines. Environ 50 a 100 pg de protéines de lysat cellulaire sont utilisées
et la concentration finale du Laemmli doit étre de 1X. Une fois les échantillons
préts, les puits sont chargés avec les échantillons, le tampon d’électrophorése
(Tris-base 25.2 mM, glycine 218.5 mM, SDS 0.1%) est ajouté et le systéme
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Hoefer (gros gel) ou BioRad (petit gel) est assemblé. Le tableau 2 indique les
temps et voltages variables qui ont été utilisés selon les types d’appareil de
migration.

Tableau 2: Paramétres de migration et de transfert des protéines

Migration Transfert
BioRad 1 0ou 2 gels 120 V environ 1h30 100V 2h
20V O/N
Hoefor 1 gel 30 mA environ 4h 100 mA O/N
5 mA O/N 400 mA 4h
2 gels 60 mA environ 4h 100 mA O/N
10 mA O/N 400 mA 4h

V = volt ; mA = milliampére; O/N = over night

1.3.4 Transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose

Une fois la migration terminée, la membrane de nitrocellulose Hybond-C
Extra ayant des pores de 45 micron est conditionnée au moins 10 minutes dans
du tampon de transfert (glycine 120 mM, Tris-base 15.7 mM). Ce tampon assure
le transfert des protéines de haut poids moléculaire tout comme celui des
protéines de poids moléculaire d’environ 60 kDa. Pour terminer, le systéme de
transfert est assemblé, I'appareil est rempli avec du tampon de transfert et les

protéines sont transférées selon les paramétres indiqués au tableau 2.

I.3.5 Révélation des protéines au Rouge Ponceau

Le Rouge Ponceau est un colorant qui interagit avec les protéines de
fagon réversible. Cette coloration, réalisée sur chaque membrane de
nitrocellulose immédiatement aprés le transfert, permet de distinguer toutes les
bandes de protéines, et ainsi, évaluer la qualité du transfert et le chargement en
protéines des différents puits. La membrane est recouverte avec la solution de
rouge ponceau (rouge ponceau 0.5%, acide acétique glaciale 1%), puis agitée 2

a 3 minutes. Le ringage avec de I'eau 18.2 mQ retire tout le colorant qui n’a pas
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interagit avec les protéines et révéle les nombreuses protéines transférées sur

la nitrocellulose.

11.3.6 Immunodétection

Les protéines que l'on veut détecter sont révélées avec un anticorps
primaire et un anticorps secondaire anti-lgG-HRP selon un protocole différent
pour chaque anticorps.

1.3.6.1 Western blot anti-phosphotyrosine

La membrane est incubée 1 heure a 37°C ou O/N a 4°C dans du tampon
de blocage (Tris 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM pH 8.0, BSA 2%,
Tween 20 0.1%; filtré) et par la suite, elle est incubée 1 heure a la température
de la piéce ou O/N a 4°C avec I'anticorps anti-phosphotyrosine (0.1 pg/ml) dilué
dans le tampon de blocage. A la température de la piéce, la membrane est
rincée 4 fois 10 minutes avec du tampon B (Tris 25 mM pH 8.0, NaCl 150 mM),
incubée 30 minutes avec du tampon de blocage, incubée 1 heure avec
l'anticorps anti-lgG de souris-HRP (0.27 npg/ml) dilué dans du tampon de
blocage, lavée 4 fois 10 minutes avec du tampon B et pour terminer, 2 lavages
de 10 minutes sont effectués avec du tampon D (Tris 100 mM pH 8.0).

1.3.6.2 Western blot anti-p125™X

La membrane est bloquée 30 minutes avec du tampon de blocage (PBS
contenant du lait écrémé 5%, Tween 20 0.05%) et incubée 1 heure avec
I'anticorps anti-p125™ (0.4 ug/ml) dilué dans du tampon de blocage. Par la
suite, la membrane est lavée 3 fois 5 minutes avec du tampon de lavage (PBS
contenant Tween 20 0.05%) et incubée 1 heure avec I'anticorps anti-lgG de
lapin-HRP (0.08 pg/ml) dilué dans du tampon de blocage. Pour terminer, la
membrane est lavée 3 fois 5 minutes avec du tampon de lavage et lavée une
fois 5 minutes avec du PBS. Toutes ces étapes sont effectuées a la température
de la piéce.
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11.3.6.3 Western blot anti-Akt et anti-phospho-Akt-serine

La membrane est bloquée 1 heure avec du TBS (Tris-base 20 mM, NaCl
42 mM pH 7.6) contenant du lait écrémé 5% et du Tween 20 0.1%, lavée 3 fois
5 minutes avec du tampon de lavage (TBS contenant Tween 20 0.1%) et
incubée O/N avec [l'anticorps anti-Akt (1:1000) ou anti-phospho-Akt-Ser*?
(1 :1000) dilué dans du TBS contenant de la BSA 5% et Tween 20 0.1%. Par la
suite, la membrane est lavée 3 fois 5 minutes avec du tampon de lavage et
incubée 1 heure avec I'anticorps anti-lgG de lapin-HRP (0.08 ug/mi) dilué dans
du TBS contenant du lait écrémé 5% et du Tween 20 0.1%. Pour terminer, la
membrane est lavée trois fois 5 minutes avec du tampon de lavage. Toutes ces
etapes sont effectuées a la température de la piéce sauf I'hybridation O/N avec

le premier anticorps qui est effectuée a 4°C.

11.3.6.4 Western blot anti-phospho-c-Met

La membrane est incubée 1 heure a 37°C ou O/N a 4°C dans du TBS
contenant de la BSA 4% et du Tween 20 0.05% et incubée O/N a4°Cou2hala
température de la piéce avec l'anticorps anti-phospho-c-Met (123012341235
(0.025 pg/ml) dilué dans du TBS contenant de la BSA 1% et du Tween 20
0.05%. Par la suite, la membrane est lavée 6 fois 10 minutes avec du tampon
de lavage (TBS contenant Tween 20 0.05%) et incubée 1 heure avec I'anticorps
anti-IgG de lapin-HRP (0.08 pg/ml) dilué dans du TBS contenant de la BSA 1%
et du Tween 20 0.05%. Pour terminer, la membrane est lavée 6 fois 10 minutes
avec du tampon de lavage. Toutes ces étapes sont effectuées a la température
de la piéce sauf le premier blocage et I'hybridation avec le premier anticorps
O/N qui est effectuée a 4°C.

11.3.6.4 Western blot anti-PI3-kinase (p85)
La membrane est incubée 30 minutes a 37°C dans du PBS contenant du
lait écrémé 5% et du Tween 20 0.2% et incubée 1h a 37°C avec I'anticorps anti-

PI3-kinase (1 pg/ml) dilué dans du PBS contenant du lait écrémé 5% et du



45

Tween 20 0.2%. Par la suite, la membrane est lavée 2 fois 5 minutes avec du
tampon de lavage (PBS contenant Tween 20 0.2%) et incubée 1 heure avec
I'anticorps anti-IgG de souris-HRP (0.27 pug/ml) dilué dans du PBS contenant du
lait écrémé 5% et du Tween 20 0.2%. Pour terminer, la membrane est lavée 4
fois 10 minutes avec du tampon de lavage. Toutes ces étapes sont effectuées a
la température de la piéce sauf le premier blocage et I'hybridation avec le

premier anticorps qui est réalisée a 37°C.

I.3.7 Révélation par chémiluminescence

On utilise le réactif de chémiluminescence ECL de la compagnie Mandel
(St-Laurent, Qc) pour détecter les protéines qui sont liées a un anticorps couplé
a une molécule de HRP (horseradish peroxidase). L'enzyme HRP catalyse
I'émission de lumiére a partir de I'oxydation du luminol (ECL). Aprés I'addition
d'une fine couche de ECL sur la membrane, il y a dégradation oxydative du
luminol, ce qui produit une émission de lumiére. Cette lumiére est capturée par
un film Kodak BioMax Light (BML).

1.4 DECAPAGE (STRIPPING) DES ANTICORPS

L'enlévement complet des anticorps primaires et secondaires de la
membrane est possible mais doit étre réalisé avec beaucoup de rigueur pour en
assurer le succés. La température et la durée du traitement sont critiques.
Lorsque maintenue dans d’excellentes conditions, la membrane peut étre
nettoyée des anticorps liés sans toutefois endommager ni perdre les protéines
liées a la membrane de nitrocellulose. Il y a un grand avantage a utiliser cette
procédure lorsque plusieurs protéines doivent étre détectées dans un méme
échantillon et que la quantité de celui-ci est limitée. Nous nous assurons
cependant pour chaque anticorps utilisé que des résultats identiques sont
obtenus avant ou aprés décapage. Ainsi, nous avons noté que phospho-Akt ne
peut étre détecté aprés une telle procédure. Aussi, nous vérifions I'efficacité du
décapage par une exposition prolongée (de I'ordre de 30 min a 2 heures) contre

un film avant d'amorcer une seconde hybridation. Pour effectuer ce décapage,
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la membrane doit étre submergée et incubée dans un tampon comprenant du 2-
mercaptoethanol 100 mM, SDS 2% et Tris-HCI 62.5 mM pH 6.7 pour une durée
de 30 minutes & 50°C. Par la suite, la membrane est lavée deux fois avec un
grand volume de PBS contenant du Tween 20 0.1% a la température de la
piece. La membrane peut alors étre réutilisée immédiatement pour une autre

immunodétection ou conservée a 4°C pour une utilisation ultérieure.

IL5 IMMUNOFLUORESCENCE

Les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 15
minutes, lavées avec du PBS-CM filtré et les membranes sont perméabilisées
avec de la saponine 0.075% pour 10 minutes. Les cellules sont mises en
contact durant 45-60 minutes avec la phalloidine couplée au rouge texan pour
marquer l'actine-F. Par la suite, les lamelles sont montées sur des lames avec
de l'agent de montage (propyl gallate 100mM, glycérol 50%, Tris-HCL 100mM
pH 8.0) et scellées avec une couche mince de vernis a ongle. Les lamelles sont
observées sur un microscope a fluorescence Zeiss AxioSkop équipé d'un

objectif 63X et d'un filtre pour le rouge texan.

1.6 VIDEOMICROSCOPIE

Les cellules sont ensemencées dans des puits de 2.5 cm de diamétre
dans du milieu DMEM-NaHCO3; complet et supplémenté de FBS 10%. Environ 3
heures avant le début de I'enregistrement, le milieu est changé pour du milieu
DMEM-HEPES supplémenté de FBS 10% pour permettre aux cellules de
s'équilibrer dans ce milieu qui servira aux enregistrements en absence de CO,.
Le LY294002 50 uM ou le DMSO 0.1% est ajouté au milieu DMEM-HEPES
supplémenté de FBS 10%, la plaque de cellules est déposée sur une plaque
chauffante maintenue a 37°C et les cellules sont recouvertes d’'une mince
couche d'huile de paraffine pour prévenir I'évaporation du milieu lors de
'expérience. Les cellules sont observées pendant 48h avec un microscope
Zeiss Axiovert muni d’'un objectif 10X et équipé d’'une caméra vidéo Princeton

Microview. Les images sont enregistrées toutes les 15 minutes et analysées par
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le logiciel d’analyse d'image Northern Eclipse (Empix Imaging, Mississauga,
ON). Les films sont convertis en fichier avi pour visualiser I'effet en fonction du

temps.

.7 CHAMBRE DE BOYDEN
La chambre de Boyden est un systéme composé d'une chambre
supérieure et d'une chambre inférieure séparées par un filtre criblé de pores de
8 microns. Ce systeme permet donc d'étudier la migration des cellules en
étudiant la capacité de celles-ci a envahir la membrane recouverte d'une
matrice appropriée. Ainsi, les cellules motiles ont le pouvoir de passer a travers
le filtre (Figure 15).

Chambre

supérieure

collag,;:i;: :_| !!’ -’-’-’ ‘!'_ _

inférieure

Figure 15: Principe de la chambre de Boyden

Pour effectuer cet essai de migration, les deux cotés du filtre sont
recouverts avec du collagéne de type [ isolé de la queue de rat a une
concentration de 6 pg/ml. Cette concentration optimale a été déterminée au
laboratoire lors d'essais cinétiques sur différentes matrices. Ainsi, le filtre est
incubé 2h a 37°C en présence de collagéne et rincé avec du PBS. Une fois le
filtre recouvert de collagéne, les cellules sont ensemencées sur le filtre du coté

de la chambre supérieure (20 000 cellules dans 100 puL de milieu DMEM-
NaHCOj; supplémenté de FBS 10%), 600 pL du milieu DMEM-NaHCO;
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supplémenté de FBS 10% est ajouté dans la chambre inférieure et le systéme
est incubé sous une atmosphére de CO, 5% a 37°C pour une durée de 30
minutes pour permettre aux cellules d’adhérer au collagéne. |l faut noter que
pour étudier la capacité d’invasion des cellules MSV-MDCK-INV, aucun agent
au pouvoir attracteur n’est utilisé dans la chambre inférieure, comme c’est
souvent le cas, puisque ces cellules sécrétent leur propre HGF (149). Le milieu
de la chambre inférieure et supérieure est changé par du milieu DMEM-NaHCO;
supplémenté de FBS 10% contenant ou non les inhibiteurs. Les cellules migrent
durant 4h sous une atmosphére de CO; 5% a 37°C. Par la suite, les cellules
sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% durant 20 minutes, colorées avec du
crystal violet (MeOH 20%, cristal violet 0.1%) durant 20 minutes ou O/N et
rincées plusieurs fois avec de l'eau distillée. Les cellules n’ayant pas migré sont
meéticuleusement enlevées de la chambre supérieure avec un coton-tige. Des
photographies de cinq champs différents sont prises au hasard a l'aide d’'un
microscope équipé d'un oculaire 10 X, d'un objectif 10X et d’'une caméra
numérique; les cellules sont comptées manuellement a l'aide du logiciel
Alphalmager 5.5.

1.8 TECHNIQUE DE LA GUERISON DE LA PLAIE

Cette technique est basée sur la capacité des cellules motiles a envahir
une plaie pour permettre la cicatrisation de celle-ci; ceci reflete donc le degré de
motilité de ces cellules. Ainsi, les cellules ont été ensemencées a haute densité
(200 000 cellules/puits 35 mm) sur des lamelles en milieu DMEM-NaHCO3;
supplémenté de FBS 10 %. Environ 48h aprés, une rayure a été effectuée sur la
monocouche de cellules a l'aide d'une seringue tuberculine recourbée et la
capacité des cellules a envahir la plaie en fonction du temps et en absence
(DMSO 0.05 %) ou en présence des composés LY294002 50 puM et
herbimycine 4 uM a été observée au moyen d'un microscope. Les cellules sont
fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 15 minutes et lavées avec du

PBS-CM filtré. Par la suite, les lamelles sont montées sur des lames avec de
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'agent de montage et les lamelles sont observées sur un microscope a

fluorescence Zeiss AxioSkop equipé d’'un objectif 10X.

1.9 INCORPORATION DE LA *H-THYMIDINE

La thymidine marquée a l'isotope tritium (*H) est rapidement incorporée
dans 'ADN des cellules en culture. Cette technique est fréquemment utilisée
pour étudier le taux de synthése d’ADN, c’est-a-dire la prolifération cellulaire.
Ainsi, les cellules (100 000 celiules/puits de 1.25 cm) sont cultivées pendant 24h
a 37°C dans du milieu DMEM-NaHCO; contenant du FBS 10% sous
atmosphére de CO; Par la suite, elles sont traitées avec différentes
concentrations de LY294002 (1-100 puM) ou DMSO pendant 16h avant que le
milieu contenant de la *H-thymidine a une concentration de 2 mCi/ml soit ajouté
pour une période additionnelle de 4 h. Les cellules sont ensuite précipitées au
TCA 5%, lysées par le NaOH 0.1N et la radioactivité est comptée dans un

compteur a scintillation beta.



lll. RESULTATS

.1 LE ROLE DE LA PI3-KINASE DANS LA MOTILITE ACCRUE DES
CELLULES MSV-MDCK-INV.

Le but du projet est de déterminer I'implication de la PI3-kinase dans le
phénotype motile et invasif des cellules MSV-MDCK-INV. Pour ce faire, il est
essentiel d'estimer le degré d’activité de la PI3-kinase dans les cellules MSV-
MDCK-INV afin de le comparer a celui des cellules MSV-MDCK et MDCK.

1.1 La PI3-kinase est plus active dans les cellules MSV-MDCK-INV.

Notre objectif premier était de mesurer I'activité de la PI3-kinase dans les
trois lignées cellulaires. Ceci consiste a extraire les protéines des cellules et a
immunoprécipiter la p110 en utilisant un anticorps dirigé contre la sous-unité
p85 de la P13-kinase. Le complexe p85/p110 est incubé avec du (y-2P)ATP afin
de permettre la synthése de lipides Pl-phosphate marqués. L'extraction de ces
lipides se fait avec du CHCI; suivie d’'une séparation par TLC (Thin Layer
Chromatography). L'autoradiographie de la plaque de TLC permet la localisation
des lipides Pl-phosphate marqués. L’activité de la PI3-kinase est proportionnelle
a la synthese de PtdIns(3,4,5)P3 radioactif. Celui-ci peut alors étre quantifié par
analyse de densitométrie des taches correspondant aux Ptdins(3,4,5)P;. Cette
approche a di étre exclue puisque aucun anticorps dirigé contre la p85 de la
PI3-kinase d’origine canine capable de 'immunoprécipiter n'a été trouve. Deux
anticorps de différentes compagnies (Santa Cruz Biotechnology et BD
Biosciences) ont été testés a plusieurs reprises et avec différents protocoles. Le
seul anticorps a reconnaitre la p85 de la PI3-kinase d'origine canine en
immunobuvardage de type western est celui de chez BD Biosciences (Figure
16A). Cependant, cet anticorps n’'a jamais permis d'immunoprécipiter la p85 de
nos trois lignées cellulaires d'origine canine. Plusieurs conditions
d'immunoprécipitation ont été testées et tout particulierement, les protéines G-

agarose et A-sépharose, qui possedent différentes affinités de liaison pour les



51

A.
MDCK MSV INV
PI3-kinase . — ———
B. MDCK MSV INV
Phospho-Akt “
A —
Figure 16

Expression différentielle des protéines PlI3-kinase et Akt dans les lignées
cellulaires MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-INV.

(A) La protéine PI3-kinase a été étudiée par immunobuvardage de type western
avec un anticorps anti-Pl3-kinase (p85) sur des lysats totaux (50 pg de
protéines). Les cellules MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-INV ont été mises
en culture en présence de FBS 10% pendant deux jours. Les résultats sont
représentatifs de 2 expériences similaires. (B) Le degré de phosphorylation de
la protéine Akt a été étudié par immunobuvardage de type western avec un
anticorps anti-phospho-Akt-Ser*”
Les cellules MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-INV ont été mises en culture en

présence de FBS 10% pendant deux jours. La protéine Akt a été identifiée sur la

sur des lysats totaux (50 pg de protéines).

membrane de nitrocellulose décapée. Les résultats sont représentatifs de 2

expériences similaires.
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sous-classes d'lgG. Par la suite, nos efforts ont été dirigés vers I'utilisation d’un
anticorps reconnaissant la forme phosphorylée de la sous-unité p85 de la PI3-

Kinase, [Ianti-phospho-PI3-kinase p85a (tyr’®®

) de chez Santa Cruz
Biotechnology. Il a en effet été démontré que la stimulation des récepteurs a
activité tyrosine kinase de l'insuline et du PDGF induit une augmentation du
degré d’activité de la PI3-kinase (augmentation des produits de la PI3-kinase)
(9, 53, 118) d'une part, et induit la phosphorylation sur tyrosine de la sous-unité
p85 de la Pl3-kinase (54, 66), d’autre part. Ces observations suggérent donc
que le degré de phosphorylation de la p85 est un indice de I'activité de la PI3-
kinase. Le récepteur HGF est également un récepteur de facteur de croissance
a activité tyrosine kinase qui active la PI3-kinase (51). |l était donc pertinent de
vérifier le degré de phosphorylation de la p85 dans notre modéle cellulaire.
Cependant, un immunobuvardage de type western avec [l'anticorps anti-
phospho-PI3-kinase p85a (tyr’®®) donnait toujours un signal non-spécifique.
L'utilisation du peptide spécifique a l'anticorps n'a pas permis de déterminer
quelle bande correspondait a la sous-unité p85 phosphorylée puisque toutes les
bandes étaient déplacées par le peptide.

En absence d'anticorps reconnaissant la p85 et/ou la p85 activee
(phosphorylée) de chien, le degré de phosphorylation de Akt, une protéine en
aval de la Pi3-kinase et reflétant I'activité de la PI3-kinase, a été étudie (34,
146). On observe a la figure 16B que la protéine Akt est, dans des conditions
normales de culture (2 jours de culture en présence de sérum 10 %), plus
phosphorylée dans les cellules MSV-MDCK-INV comparativement aux cellules
MSV-MDCK pour une quantité inférieure de protéines; dans ces conditions, la
protéine Akt n'est pas phosphorylée dans les cellules MDCK. Ces résultats
indiquent que l'activité intrinséque de la protéine Akt dans les cellules MSV-
MDCK-INV est nettement plus élevée que dans les cellules MDCK et MSV-
MDCK. L'activité de la PI3-kinase des cellules MSV-MDCK-INV semble donc

supérieure a celle des deux autres types cellulaires. On observe également a la
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figure 16A que la quantité de Pl3-kinase est inférieure dans les cellules MSV-
MDCK-INV et MSV-MDCK comparativement aux cellules MDCK.

1.2 Le LY294002 inhibe la croissance cellulaire et la phosphorylation
de la protéine Akt des cellules MSV-MDCK-INV.

Le role de la PI3-kinase dans la prolifération, la croissance et la survie
cellulaire a été trés bien démontré (105, 131, 135). Afin de déterminer la dose
optimale a laquelle la P13-kinase est inhibée dans les cellules MSV-MDCK-INV,
I'effet du LY294002, un inhibiteur de la PI3-kinase, sur la croissance des cellules
MSV-MDCK-INV a été étudié. L'incorporation de la 3’H-thymidine en préesence
de FBS 10% et de différentes concentrations de LY294002 a été mesuré
(Figure 17A). En accord avec la littérature (63), une concentration de 50 uM de
LY294002 inhibe la prolifération des cellules MSV-MDCK-INV a plus de 95%
(ICs0= 17 uM). Ceci démontre clairement le réle majeur de la PI3-kinase dans la
réponse mitogénique des cellules MSV-MDCK-INV. L'estimation de I'activité de
la PI3-kinase via I'étude du degré de phosphorylation de la protéine Akt a
également été étudiée. En effet, le degré de phosphorylation de Akt est
significativement diminué a la suite d’un traitement de 1 heure au LY294002 10
pM, tandis qu’un traitement au LY294002 20 uM déphosphoryle complétement
la protéine (Figure 17B). Plusieurs groupes de recherche utilisent des
concentrations de 20 a 50 uM de LY294002 sans observer d’effets secondaires
(63, 112, 129). Ainsi, la concentration la plus convenable a utiliser, en étant
certain que la PI3-kinase des cellules MSV-MDCK-INV soit inhibée sans
toutefois influencer d’autres voies de signalisation, est de 50 uM de LY294002.
Le temps d’action du LY294002 50 uM a également été déterminé en étudiant le
degré de phosphorylation de la protéine Akt. On observe a la figure 18 que la
protéine Akt est déphosphorylée aprés seulement 15 minutes de traitement au
LY294002 et que méme aprés un long traitement de 16-24h au LY294002 la
protéine Akt est encore significativement déphosphorylée. Ces résultats
indiquent que le LY294002 50 uM inhibe rapidement la PI3-kinase, en moins de
15 minutes, et que son effet est de longue durée.
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Figure 17

Effets du LY294002 sur la croissance cellulaire et le degré de
phosphorylation de Akt des cellules MSV-MDCK-INV.

(A) L'incorporation de 3H-thymidine dans les cellules MSV-MDCK-INV a été
mesurée a la suite d'un traitement de 16h en présence de différentes
concentrations de LY294002 et en présence de FBS 10% (X+SEM, n=1-3)
(B) Le degré de phosphorylation de la protéine Akt des cellules MSV-MDCK-INV
a été étudié par immunobuvardage de type western avec un anticorps anti-
phospho-Akt-Ser*”® sur des lysats totaux (50 pg de protéines). Les cellules ont
été traitées pendant 1 heure en présence de DMSO (solvant du LY294002) ou
de différentes concentrations de LY294002, et en présence de FBS 10%. La
protéine Akt a été identifiée sur la membrane de nitrocellulose décapée, comme
témoin de chargement des échantillons. Les résultats sont représentatifs de 2

expériences similaires.
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Figure 18

Effet du LY294002 sur le degré de phosphorylation de Akt en fonction du
temps de traitement.

Le degré de phosphorylation de la protéine Akt des cellules MSV-MDCK-INV a
été étudié par immunobuvardage de type western avec I'anticorps anti-phospho-
Akt-Ser*”™ sur des lysats totaux (50pg de protéines). Les traitements au
LY294002 50 uM ont été réalisés pendant difféerents temps et en présence de
FBS 10%. La protéine Akt a été identifieée sur la membrane de nitrocellulose
décapée comme témoin de chargement des échantillons. Ce test permet de
déterminer qu’une quantité plus importante de protéines a été déposée dans les
pistes « 3 et 6 h ». L'intensité du signal phospho-Akt doit donc étre corrigée
proportionnellement. Les résultats sont représentatifs de 2 expériences

similaires.
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.1.3 Le LY294002 inhibe partiellement la motilité directionnelle des
cellules MSV-MDCK-INV.

La technique de guérison de plaie (wound healing assay) est utilisée pour
mesurer I'habileté des cellules MSV-MDCK-INV a se déplacer dans une
direction donnée. Les cellules ont été ensemencées a haute densité sur une
lamelle, une rayure a été effectuée sur la monocouche de cellules (temps O;
largeur de 30.8 mm) et la capacité des cellules a envahir la plaie a été observée
en fonction du temps. Cette technique est expliquée en détail dans la section
11.8 matériel et méthodes. On observe a la figure 19 que la capacité des cellules
a envahir la plaie est inhibée d'environ 50 % par un traitement de 3h au
LY294002 50 uM (distance parcourue de 11.8 mm) comparativement au temoin
DMSO 3h (distance parcourue de 20.3 mm). L'effet inhibiteur du LY294002 est
également visible aprés une incubation de 6h et 8h alors que les cellules en
condition DMSO ont recouvert entiérement la plaie. Les cellules MDCK ont été
utilisées comme cellules non-motiles. Elles n'envahissent pas la plaie et on
distingue une belle définition de la rayure. Puisqu'’il est connu que I'herbimycine,
un inhibiteur des kinases a résidus tyrosine, induit la formation de contacts
cellule-cellule, et inhibe présumément la motilité cellulaire des cellules MSV-
MDCK-INV (149), elle a été utilisée comme témoin (149). Tel que prévy,
I'herbimycine a inhibé significativement la capacité des cellules a envahir la
plaie, mais pas complétement. Ces résultats sont en accord avec le fait qu'une
incubation de 24 h en présence d’herbimycine 4 uM n’a pas entiérement aboli le
degré de phosphorylation de c-Met des cellules MSV-MDCK-INV (149). Bien
que qualitatifs, ces résultats indiquent que le LY294002 inhibe de fagon
significative, et comparable a I'herbimycine, la motilité directionnelle des cellules
MSV-MDCK-INV.
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Figure 19

Effet de Pinhibition de la PI3kinase par le LY294002 sur la motilité
directionnelle des cellules MSV-MDCK-INV.

La capacité d’invasion des cellules MSV-MDCK-INV a été mesurée par la
technique de la plaie. Une rayure a été effectuée sur la monocouche de cellules
et la capacité des cellules a envahir la plaie a été observée en présence de
LY294002 50uM apres 3h, 6h et 8h de traitement, d’herbimycine 4uM aprés 6h
(traitement préalable de 16h), de DMSO 0.05% aprés 3h, 6h et 8h comme
témoin pour le LY294002 et de DMSO 0.2% pendant 6h comme témoin pour
I'herbimycine. Ces traitements ont tous été effectués en présence de FBS 10%.
Une rayure au temps 0 a également été photographiée pour fin de comparaison.
Les cellules MDCK en présence de FBS 10% aprés 7h de culture dans du
milieu normal ont été utilisées comme témoin de cellules non-motiles. Ces

résultats sont représentatifs de 3 expériences.
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ill.1.4 La motilité aléatoire des cellules MSV-MDCK-INV est partiellement
inhibée par le LY294002

La motilité aléatoire des cellules MSV-MDCK-INV est de 2 et 2.5 fois supérieure
aux cellules MSV-MDCK et MDCK respectivement (149). De plus, la sécrétion
de HGF par les cellules MSV-MDCK-INV suivie de I'activation autocrine des
récepteurs c-Met est directement impliquée dans le phénoméne de motilité
accrue de ces cellules (149). Ainsi, nous avons voulu déterminer si 'inhibition de
la PI3-kinase par le LY294002 50 uM influengait le mouvement aléatoire des
cellules MSV-MDCK-INV. La figure 20, tirée d’'une étude de vidéomicroscopie
en mode time-lapse (Film 1, voir la section documents spéciaux) montre qu’en
fonction du temps, les cellules MSV-MDCK-INV s’allongent et forment de
longues protusions pseudopodiales. Cette réorganisation du cytosquelette,
conduisant a la formation de ces longs pseudopodes, a été étudiée plus en
détails et les résultats sont présentés a la section Ill.1.6. Ces longs
pseudopodes demeurent dynamiques et la motilité des cellules est trés peu
diminuée au cours des premiéres 12 a 16 heures d'enregistrement. Cependant,
le mouvement des cellules diminue significativement, mais pas totalement,
aprés une longue incubation avec le LY294002. il est malheureusement
impossible de quantifier cette inhibition de motilité puisque les cellules forment
des contacts cellule-cellule, nous empéchant de suivre le mouvement individuel

des cellules.

1.5 Effet du LY294002 et de la wortmannine sur I'invasion des cellules
MSV-MDCK-INV dans une matrice de collagéne de type /.

Afin de s'assurer que l'inhibition de la motilité observée a la suite des
traitements au LY294002 était due a linhibition de la PI3-kinase et non a des
effets secondaires du LY294002, I'effet de la wortmannine et du LY294002 ont
été étudiés parallélement au niveau de la capacité invasive des cellules MSV-
MDCK-INV. Pour ce faire, il fallait d’abord déterminer la dose de wortmannine a

utiliser pour inhiber de fagon optimale la P13-kinase.
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Figure 20

Effet du LY294002 sur la motilité aléatoire des cellules MSV-MDCK-INV.

Les cellules MSV-MDCK-INV ont été incubées dans du milieu DMEM-HEPES
complet et supplémenté de FBS 10% contenant du DMSO 0.1% ou du
LY294002 50 uM. Les images ont été enregistrées toutes les 15 minutes pour
une période de 48h. Trois images représentatives sont montrées a temps 0, 24
et 36h pour le témoin DMSO et le LY294002. Ces résultats sont représentatifs

de 3 expériences.
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i11.1.5.1 La wortmannine, a une concentration de 500 nM, inhibe
partiellement la PI3-kinase.

Le degré de phosphorylation de la protéine Akt a été étudié afin de
déterminer la dose de wortmannine a utiliser pour inhiber la Pl3-kinase. On
observe a la figure 21 que le degré de phosphorylation de la protéine Akt est
significativement diminué a la suite d'un traitement de 1h a la wortmannine 50
nM en présence de FBS 10%. A des concentrations supérieures, de 500 nM et
1 uM, la wortmannine inhibe fortement la Pl3-kinase, mais pas completement
puisque la protéine Akt est toujours faiblement phosphorylée. Des
concentrations de 500 nM et 1 puM sont toutefois bien supérieures aux
concentrations utilisées par les autres groupes de recherche (39, 93, 113).
Maigré cette apparente controverse, nous avons décidé d’utiliser une
concentration de 500 nM de wortmannine pour les expériences subséquentes.
Cette décision, qui est principalement basée sur les résultats de la figure 21,
prend aussi en considération les résultats obtenus par Royal et al. (113). Ce
groupe de recherche a démontré que des concentrations de 100 nM et de 1 uM
de wortmannine inhibent I'activité de la Pl3-kinase en présence de HGF de
seulement 35% et 65% respectivement sur des cellules MDCK en culture (113).
Puisque les cellules MDCK sont a l'origine du modéle cellulaire utilisé, les
cellules MSV-MDCK-INV, une concentration de 500 nM a été utilisée, comme
Royal et al. (113), en étant toutefois conscient que la PI3-kinase n’est pas
complétement inhibée.

1.1.5.2 Le LY294002 et la wortmannine inhibent partiellement, et a des
degrés différents, 'invasion des cellules MSV-MDCK-INV dans la matrice
de collagéne de type /.

Les doses adéquates de wortmannine et de LY294002 étant
déterminées, l'effet des deux inhibiteurs de la PI3-kinase sur la capacité
d'invasion des cellules MSV-MDCK-INV dans du collagéne de type / a été
étudié. Pour ce faire, un filire poreux a été recouvert d’'une matrice de collagéne

de type / et la capacité des cellules a infiltrer le collagéne et a traverser les
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Figure 21

Le degré de phosphorylation de la protéine Akt est partiellement inhibé
par la wortmannine 500 nM dans les cellules MSV-MDCK-INV.

Le degré de phosphorylation de la protéine Akt des cellules MSV-MDCK-INV a
été étudié par immunobuvardage de type western avec un anticorps anti-
phospho-Akt-Ser*”® sur des lysats totaux (50ug de protéines). Les cellules ont
été traitées pendant 1 heure avec différentes concentrations de wortmannine et
en présence de FBS 10%. La protéine Akt a été identifiée sur la membrane de
nitrocellulose décapée comme témoin de chargement des échantillons. Ces

résultats sont représentatifs de 3 expériences.
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pores a été mesurée via l'utilisation des chambres de Boyden (technique
expliquée a la section 1.7 matériel et méthodes). Les résultats obtenus sont
présentés a la figure 22. Il a été déterminé que le LY294002 inhibe l'invasion des
cellules MSV-MDCK-INV de 52 % comparativement a la wortmannine qui l'inhibe
de 23 % (en fonction du témoin DMSO). Parallelement au LY294002 et a la
wortmannine, I'effet de deux inhibiteurs connus de la motilité des cellules MSV-
MDCK-INV a été étudié: I'anti-HGF et I'orthovanadate de sodium. En effet, nous
avons démontré par vidéomicroscopie que l'ajout d’anticorps anti-HGF aux
cellules MSV-MDCK-INV inhibe leur motilité (149). Tel qu’attendu, I'anticorps anti-
HGF inhibe l'invasion des cellules MSV-MDCK-INV de 76 % par rapport au
témoin (Figure 22). De plus, il a été démontré que 'orthovanadate de sodium, un
inhibiteur des phosphatases a tyrosine, induit Farrondissement des cellules MSV-
MDCK-INV et probablement une diminution de la motilité cellulaire (Figure 23).
Ces résultats pourraient s’expliquer par le réle important que les phosphatases a
tyrosine joue dans le phénomeéne adhésion-déadhésion cellulaire. Pour étre
certain que 'orthovanadate de sodium ne cause pas la mort cellulaire, le bleu de
trypan a été utilisé pour étudier la viabilité cellulaire. Ce produit, non toxique pour
la cellule, a tendance a entrer dans la cellule. Les cellules viables ont des
mécanismes de rejet du bleu de trypan, tandis que les cellules mortes ne peuvent
I'éliminer et 'accumulent. Il est donc facile, par observation au microscope, de
distinguer les cellules mortes (couleur bleue) des cellules viables (aucune
coloration). Ce simple test a permis de confirmer que les cellules MSV-MDCK-INV
sont toujours viables a la suite d'un traitement de 4h et 24h a I'orthovanadate de
sodium. Ainsi, il a été démontré que l'effet de I'orthovanadate de sodium sur les
cellules MSV-MDCK-INV est réversible. On observe a la figure 23 que les
cellules MSV-MDCK-INV commencent a perdre leur phénotype aprés seulement
4 heures de traitement a l'orthovanadate de sodium 100 uM et qu'elles
deviennent completement rondes aprés 24h. Par contre, les cellules retrouvent
leur phénotype aprés une incubation de 24h dans du milieu complet en absence
d’orthovanadate de sodium. Cette remarquable récupération des cellules confirme
les tests de viabilité et la réversibilité de l'effet de I'orthovanadate de sodium.
Ainsi, I'effet de I'orthovanadate de sodium sur l'invasion des cellules MSV-MDCK-
INV dans une matrice de collagéne de type / est trés significatif. On observe une
inhibition de 90 % de l'invasion par rapport au témoin (Figure 22).
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Figure 22

Effet des traitements au LY294002 et a la wortmannine sur l'invasion des
cellules MSV-MDCK-INV a travers une matrice de collagéne de type /.
L'invasion des cellules MSV-MDCK-INV dans du collagéne de type / est
mesurée dans des chambres de Boyden modifi€es (principe expliqué a la
section 1.7 matériel et méthodes). Les cellules MSV-MDCK-INV sont traitées
pendant 4h avec du LY294002 50 uM, de la wortmannine 500 nM, du DMSO
0.1% comme témoin pour le LY294002 et la wortmannine, de I'orthovanadate de
sodium (NazVO4) 100 pM et de l'anticorps anti-HGF 5 pg/ml (traitement
préalable de 16h). Ces traitements ont tous été effectués en présence de milieu
supplémenté de FBS 10%. Des cellules non traitées ont été testées comme
témoin pour le NazVO, et I'anti-HGF. (A) Compilation des différents essais pour
chaque condition (moyenne de 5 champs pour chaque essai). X £ SEM (n). (B)
Pour visualiser les effets des différents inhibiteurs sur l'invasion des cellules
MSV-MDCK-INV, une photo représentative de chaque condition est montrée.
On observe pour chaque condition un champ du filtre (vu du cété inférieur) avec

les cellules MSV-MDCK-INV ayant passé a travers les pores.



65

129,9
140,00 '|'
. 120,00 J.
X
o 100,00
_g 76,9
= 80,00
[+}]
(3]
S 60,00 47,9
W
S
£ 4000 31,6
20,00 - 95
0,00 | n=5 | n=5 | n=2
LY Wort Témoin Na;VO, anti-HGF

R
QAR g
7 Tlr"" l"‘% g

o

RN R
*:?E Eavﬁ,gz- 8: ;
x 1'0.{. . &

Sn Sk

et




66
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Figure 23

Effet de I'orthovanadate de sodium sur la morphologie et la viabilité des
cellules MSV-MDCK-INV.

Les cellules MSV-MDCK-INV traitées a l'orthovanadate de sodium (NazVO,)
100 pM pendant 4h et 24h ont été photographiées a 'aide d’'un microscope a
fluorescence (lumiére visible) directement dans les pétris de culture cellulaire.
Le milieu des cellules MSV-MDCK-INV a été changé par du milieu frais sans
Na3zVO, et les cellules ont récupéré pendant 24h avant d’étre marquées avec la
phalloidine couplée au rouge texan et prises en photos a l'aide d’'une caméra
couplée a un microscope a fluorescence. Des cellules MSV-MDCK-INV non-
traitées ont également été marquées avec la phalloidine couplée au rouge texan
et photographiées pour servir de témoin au NazVO,. Ces résultats sont

representatifs de 3 expériences.
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.11.6 Le LY294002 et la wortmannine induisent une réorganisation du
cytosquelette d’actine et un changement de morphologie des cellules
MSV-MDCK-INV.

Il a eété démontré par le groupe du Dr Nabi que les cellules MSV-MDCK-
INV possédent de multiples pseudopodes riches en actine, ne contiennent
aucune fibre de stress et font peu de contact intercellulaire (74). Contrairement
aux cellules MDCK et MSV-MDCK, les cellules MSV-MDCK-INV montrent une
redistribution de lactine B aux extrémités des pseudopodes (74). Ces
pseudopodes riches en actine B expriment également lactine F et G.
Auparavant, a la section Ill.1.4, il a été observé que les cellules MSV-MDCK-
INV s’allongent, développent de longues protusions pseudopodiales et forment
des contacts intercellulaires a la suite d'un traitement au LY294002. 1l a donc
paru nécessaire de vérifier si c’était I'inhibition de la PI3-kinase, et non un effet
secondaire du LY294002, qui induisait cette réorganisation du cytosquelette. De
plus, afin de vérifier si les inhibiteurs de la PI3-kinase induisait une redistribution
de l'actine, un marquage de l'actine-F avec de la phalloidine couplée au rouge
texan a été effectué. On observe a la figure 24 que les cellules MSV-MDCK-
INV commencent a s’allonger aprés une incubation de 3 heures en présence de
LY294002. Par la suite, I'allongement des cellules et des pseudopodes parait
plus évident et prononcé en fonction du temps. L'actine-F des cellules MSV-
MDCK-INV traitées au LY294002, pendant 3 heures et moins, est distribuée en
periphérie des cellules et de fagon diffuse a travers tout le cytoplasme, tout en
étant relativement augmentée aux extrémités des pseudopodes. Lorsque les
contacts intercellulaires formés par les longs pseudopodes apparaissent,
I'accumulation d’actine-F aux extrémités des pseudopodes est préservée mais
ceux-ci semblent moins nombreux. Des traitements a la wortmannine induisent
le méme effet que le LY294002 sur la morphologie et la distribution de I'actine-F
des cellules MSV-MDCK-INV. Cependant, l'allongement des cellules et la
formation de longs pseudopodes apparaissent a des temps d'incubation plus
longs avec la wortmannine (16 heures) qu'avec le LY294002 (6 heures).
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Figure 24

Effet du LY294002 et de la wortmannine sur la morphologie et
I'organisation du cytosquelette d’actine des cellules MSV-MDCK-INV.
L'actine-F des cellules MSV-MDCK-INV traitées au LY294002 50 uM et a la
wortmannine 500 nM a été marquée avec la phalloidine couplée au rouge texan
et des photos ont été prises avec une caméra couplée au microscope a
fluorescence. Des traitements de 30min, 1h, 3h, 6h, 16h et 24h ainsi que des
témoins de 24h en présence de DMSO 0.1% ont été effectués. Un champ de
cellules non traitées est montré pour comparaison (témoin). Ces résultats sont
représentatifs de 9 expériences pour le LY294002 et de 2 expériences pour la

wortmannine.
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Il.2 EFFETS INATTENDUS DU LY294002 SUR LE DEGRE DE
PHOSPHORYLATION DE C-MET DANS LES CELLULES MSV-MDCK-INV.

Dans le cadre du projet visant a déterminer I'implication de la PI3-kinase
dans la motilité accrue des cellules MSV-MDCK-INV, il était trés intéressant
d’explorer la possibilité que la PI3-kinase ait un effet modulateur direct ou
indirect sur le degré de phosphorylation de c-Met, a défaut d’en moduler la
synthése. En effet, l'activation de c-Met par son ligand, le HGF/SF, est

impliquée dans la régulation de son expression (1).

Malgré le manque de constance dans la reproductibilité de nos données
portant sur l'effet du LY294002 sur le degré de phosphorylation de c-Met, nous
croyons qu’il convient de rapporter ces résultats, ne serait-ce que pour
documenter le phénomeéne et pouvoir discuter des hypothéses que ces résultats
nous ont inspirées. En effet, ayant d’abord cru a un phénoméne important,
comme le laissaient supposer nos premiers résultats (Figure 25), nous y avons
consacré beaucoup de temps et d’énergie. Pendant plus d’un an et demi, nous
avons cherché a reproduire nos résultats initiaux et a tester de nombreuses
conditions expérimentales afin de les raffiner pour les rendre publiables. Ce
n'‘est qu'aprés tout ce temps, que les résultats des tests réalisés en vue
d’améliorer nos conditions « témoin » ont mis en doute le bien fondé de nos
observations positives antérieures. Ceci, combiné a la variabilit¢ de nos
résultats et a la rigueur scientifiqgue dont nous devons faire preuve, nous
empéche de les présenter avec la conviction qu'ils représentent un phénoméne
reel. Nous croyons toutefois qu'il vaut la peine d’en faire mention du fait que 1-
nous avons fait cette observation a plusieurs reprises, 2- ces résultats ont fait
lobjet de deux résumés de communication, dont l'un pour un congrés
international, 3- ces observations nous ont entrainés sur une piste de recherche
des plus intéressante qui est en cours d’'étude dans le laboratoire du Dr Noél et,
4- nous y avons consacré tellement d’énergie et de temps.
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Figure 25

Effet d’un traitement au LY294002 20 pM sur le degré de phosphorylation
sur tyrosine de c-Met.

Le degré de phosphorylation sur les résidus tyrosine de c-Met des cellules MSV-
MDCK-INV a été étudié par immunobuvardage de type western avec un
anticorps anti-phosphotyrosine sur des lysats totaux (50pg de protéines). Les
traitements au LY294002 20 uM ont été réalisés pendant différents temps et en
présence de FBS 10%. La protéine p125 K a été identifiée sur la membrane de

nitrocellulose décapée comme témoin de chargement des échantillons.
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l.2.1 Le LY294002 induit une augmentation du degré de phosphorylation
sur les résidus tyrosine de c-Met dans les cellules MSV-MDCK-INV.

Nos résultats initiaux montrent qu'un traitement au LY294002 20 pM
d'une durée de 3 et 6 heures induit une augmentation du degré de
phosphorylation sur tyrosine de c-Met, ce qui était trés inattendu (Figure 25).
Tel que décrit précédemment, un immunobuvardage de la protéine p1257K
permet de s'assurer que des quantités équivalentes d’échantillon ont été
déposées dans chaque puits. Par la suite, cette augmentation du degré de
phosphorylation de c-Met induite par un traitement au LY294002 a été observée
a deux reprises (Tableau 3). Cependant, il y avait un probléeme de
reproductibilité des résultats. Plusieurs expériences réalisées n'ont pas mené a
ces résultats. De plus, d’'une expérience a l'autre, 'augmentation du degré de
phosphorylation apparaissait a des temps variables, parfois a la suite d'un
traitement au LY294002 de 3h et 6h (Figure 25; Tableau 3 : 31-01-01 et 15-02-
01 ), et parfois, de 1h et 6h (Tableau 3 : 15-03-01). Pendant neuf mois, ces
experiences ont été répétées de nombreuses fois et cette augmentation du
degré de phosphorylation de c-Met n'a jamais été reproduite (Tableau 3).
Plusieurs variables de [I'expérienceont été soupgonnées: la densité
d’ensemencement des cellules, le nombre de passages des cellules étudiées,
lefficacité du LY294002 (le lot et le temps en solution), la technique de
préparation des lysats et I'efficacité des inhibiteurs de protéases. De nombreux
tests ont donc été réalisés afin de comprendre et de résoudre le probléme. Pour
raison de simplicité et de clarté, je m’attarderai uniquement aux tests concernant
le LY294002. Nous en étions effectivement venus a douter de son efficacité a
inhiber la PlI3-kinase. Ainsi, les LY294002 de deux compagnies, BIOMOL
Research laboratories et Calbiochem, ont été testés afin de déterminer lequel il
serait préféerable d'utiliser pour nos expériences a venir. Nous avons vu
précédemment que l'inhibition de la Pl3-kinase induit une diminution de la
prolifération cellulaire (105, 131). Ainsi, I'incorporation de 3H—thymidine dans les
cellules MSV-MDCK-INV a été mesurée afin de tester I'efficacité du LY294002

des differentes compagnies. La figure 26 montre que le LY294002 50 uM de
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Figure 26

Inhibition de I'incorporation de la *H-thymidine par le LY294002 de
différentes compagnies.

L’incorporation de °H-thymidine dans les cellules MSV-MDCK-INV a été
mesurée a la suite d'un traitement de 16h en présence de différentes
concentrations de LY294002 et en présence de FBS 10%. Le LY294002 en
provenance de 3 compagnies a été testé: Sigma-Aldrich, Calbiochem et
BIOMOL Research laboratories.
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chez BIOMOL et Calbiochem inhibe la prolifération des cellules MSV-MDCK-
INV de 100%, tandis que le LY294002 de chez Sigma l'inhibe de 78%. Ceci
pourrait expliquer le manque de reproductibilité de nos résultats. Nous avons
choisi d'utiliser celui de chez BIOMOL vu la bonne renommée de cette
compagnie. Il est important de mentionner qu'une fois en solution, le
LY294002 était bon pour une durée de 3 mois et que les expériences
présentées a la section 11l.1 ont toutes été effectuées avec du LY294002 de
chez BIOMOL.

L’augmentation du degré de phosphorylation de c-Met observée
initialement sur I'immunobuvardage anti-phosphotyrosine (LY294002 de chez
Sigma-Aldrich) a alors été reproduite en utilisant le LY294002 de chez
BIOMOL, a la fois, sur 'immunobuvardage anti-phosphotyrosine et anti-
phospho-c-Met (Figure 27). Dans les deux cas, cependant, 'augmentation
du degré de phosphorylation de c-Met apparaissait encore a des temps
variables d'une expérience a l'autre. On observe ainsi a la figure 27 que
'augmentation du degré de phosphorylation de c-Met est visible aprés un
traitement au LY294002 de 3h et 6h (Figure 27A) et parfois a la suite d'un
traitement de 1h et 6h (Figure 27B). Comme précédemment, I'identification
de la protéine p125™* permet de s’assurer que 'augmentation du degré de
phosphorylation de c-Met n'est pas di a une erreur dans le dépdt des

échantillons.

lll.2.2 Comparaison des effets du DMSO et du LY294002 sur le degré de
phosphorylation de c-Met.

Dans le but de mieux contréler la variabilité des effets du traitement au
LY294002 sur le degré de phosphorylation de c-Met, un témoin DMSO pour
chaque temps de traitement a été effectué. On observe a la figure 28A que
le LY294002 n'induit aucune augmentation du degré de phosphorylation de
c-Met lorsqu’on le compare a son témoin DMSO respectif. Dans les deux
expériences réalisées, on observe plutét une diminution minime du degré de
phosphorylation de c-Met a la suite des traitements au LY294002. On
remarque au contraire que le DMSO induit une augmentation du degré de

phosphorylation de c-Met en fonction du temps de traitement.
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Figure 27

Effet d’un traitement au LY294002 50 uM sur le degré de
phosphorylation sur tyrosine de c-Met.

(A) Expérience du 25-03-2002. Le degré de phosphorylation sur les résidus
tyrosine de toutes les protéines (panneau du haut) et le degré de
phosphorylation sur les tyrosines en position 1230,1234,1235 (Y'230:12341235)
de c-Met (panneau du centre) des cellules MSV-MDCK-INV ont été étudiés
par immunobuvardage de type western avec des anticorps spécifiques. Les
lysats totaux (50ug de protéines) ont été préparés a la suite de traitements
au LY294002 50 uM de la compagnie BIOMOL pendant différents temps et

5FAK 5 été identifiee sur la

en présence de FBS 10%. La protéine p12
membrane de nitrocellulose décapée comme témoin de chargement des
echantillons (panneau du bas). (B) Expérience du 19-04-2002. Le degré de
phosphorylation sur les résidus tyrosine de c-Met des cellules MSV-MDCK-
INV a été étudié dans les mémes conditions avec I'anticorps anti-phospho-c-
Met (Y'20124123%  Comme précédemment, la protéine p125™K a été

identifiée comme témoin de chargement des échantillons.
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Figure 28

Effet d’'un traitement au LY294002 50 pM et au DMSO 0.05% (témoin) sur
le degré de phosphorylation sur les résidus tyrosine de c-Met.
Expérience du 11-06-2002. (A) Le degré de phosphorylation sur les résidus
tyrosine de c-Met des cellules MSV-MDCK-INV a été étudié par
immunobuvardage de type western sur des lysats totaux (50 pg de

(Y1230'1234'1235). Les

protéines) avec [Ianticorps anti-phospho-c-Met
traitements au LY294002 50 uM de chez BIOMOL ou au DMSO 0.05%
(témoin) ont été réalisés pendant différent temps et en présence de FBS
10%. La protéine p1257K a été identifiée sur la membrane de nitrocellulose
décapée comme témoin de chargement des échantillons. (B) Sur les méme
lysats cellulaires, le degré de phosphorylation de la protéine Akt a été étudié
par immunobuvardage de type western avec l'anticorps anti-phospho-Akt-
Ser*”. La protéine Akt a été identifiée sur la membrane de nitrocellulose

décapée comme témoin de chargement des échantillons.
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Ceci pourrait expliquer I'augmentation de signal observée initialement et le
manque de reproductibilité de nos résultats. Il est toutefois difficile
d’expliquer pourquoi, dans les présentes expériences, le LY294002 n’a pas
au moins le méme effet que le DMSO. Pour vérifier que le LY294002 inhibe
réellement la P13-kinase, le degré de phosphorylation de la protéine Akt a été
étudié. On observe a la figure 28B que le LY294002 induit une
déphosphorylation de la protéine Akt, confirmant que le LY294002 inhibe la
PI3-kinase dans ces conditions. Toutes ces observations et les résultats
obtenus, résumés dans le tableau 3 nous amenent a conclure, qu'en dépit
des résultats initiaux qui paraissaient forts intéressants, il est peu probable
qu'un traitement prolongé au LY294002 induise une augmentation du degré
de phosphorylation de c-Met dans les cellules MSV-MDCK-INV. Les résultats

présentés suggerent plutét que I'effet observé n'était qu’un effet du DMSO.



IV. DISCUSSION

Notre objectif premier était d'étudier les voies de signalisation
possiblement associées au récepteur HGF constitutivement actif et au
phénotype motile et invasif des cellules MSV-MDCK-INV (149). Plusieurs
groupes de recherche ont démontré que le HGF induit une augmentation de
la motilité et de I'invasivité de certains types de cellules cancéreuses via la
voie de la PI3-kinase (68, 88, 92). Il a donc paru envisageable que la voie de
la PI3-kinase puisse étre impliquée dans la motilité accrue des cellules MSV-
MDCK-INV. Pour cette raison, nous avons décidé d'investiguer cette voie de
signalisation plutét qu'une autre. Le but de mon projet était donc d’étudier
I'effet des inhibiteurs de la P13-kinase, le LY294002 et la wortmannine, sur la
motilité (aléatoire et directionnelle), la capacité d'invasion, la morphologie,
'organisation du cytosquelette d'actine et I'activation de c-Met dans les
cellules MSV-MDCK-INV.

IV.1 LA PI3-KINASE EST IMPLIQUEE DANS LA MOTILITE ET
L’INVASION DES CELLULES MSV-MDCK-INV.

IV.1.1 La PI3-kinase module la motilité et la capacité d’invasion des
cellules MSV-MDCK-INV.

Nous avons montré que la capacité des cellules MSV-MDCK-INV a
envahir une plaie (motilité directionnelle) est inhibée d'environ 50 % par un
traitement au LY294002 (Figure 19). Il est important de mentionner que ce
pourcentage d'inhibition de la motilité n'est qu'une estimation. Nous ne
disposions pas du matériel adéquat pour mesurer cette inhibition de fagon
précise. La largeur des plaies a ét¢ mesurée avec une simple régle
directement sur les photographies. Le degré d'inhibition observé sur cette
photographie est toutefois le reflet de I'observation visuelle de plusieurs
plaies, réalisées a diverses reprises. Pour obtenir des données quantitatives
précises, il aurait fallu observer la guérison de la plaie par vidéomicroscopie
en mode time-lapse et par la suite, mesurer par des vecteurs le déplacement

des cellules (96). L'accés a cet équipement était malheureusement devenu
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impossible. Une autre méthode possible consiste a faire une plaie circulaire
(sans cellule a l'intérieur du cercle) a l'aide d'un outil spécial qui marque
I'endroit original de la rayure et a calculer ensuite de fagon aléatoire le

nombre de cellules qui ont traversé cette ligne (107).

Nous avons aussi montré que la motilité aléatoire des cellules MSV-
MDCK-INV est inhibée partiellement et significativement par un traitement au
LY294002 (Figure 20 et Film 1). Ces résultats, ainsi que ceux obtenus par
I'étude de la motilité directionnelle, suggérent une implication directe de la
PI3-kinase dans la motilité accrue des cellules MSV-MDCK-INV. A ce jour,
plusieurs groupes de recherche ont démontré que la PI3-kinase joue un role
important dans la motilité de plusieurs types cellulaires (24, 81, 96). Nobes et
al. ont montré qu'un traitement au LY294002 20 pM inhibe de 25% la
réparation de la plaie par des fibroblastes embryonnaires de rat (motilité
directionnelle) (96). Il a également été démontré par Chandrasekher et al.
que l'inhibition de la PI3-kinase par la wortmannine 125 nM inhibe de 30% le
recouvrement de la plaie par des cellules épithéliales de la cornée
préalablement stimulées au HGF (motilité directionnelle) (24). Quant a eux,
Maulik et al. ont observé, par vidéomicroscopie en mode time-lapse, qu’'un
traitement au LY294002 50 pM diminue la vitesse de mouvement des
cellules SCLC (small cell lung cancer) ayant un récepteur HGF sur-exprimé
(motilité aléatoire) (81). Nos observations sont en accord avec ces résultats
obtenus avec différents types cellulaires, la différence étant que dans notre
modéle cellulaire, le HGF est sécrété par les cellules et non ajouté de fagon

exogene.

Il a également été établi que le LY294002 et la wortmannine inhibent
l'invasion des cellules MSV-MDCK-INV dans une matrice de collagéne de
type /, respectivement de 53% et 23% (Figure 22). L’implication de la PI3-
kinase dans linvasion cellulaire a par ailleurs été démontrée par plusieurs
groupes de recherche. Voici les faits saillants de leurs découvertes :

1) Nakamura et al. ont montré que la wortmannine 100 nM et le LY294002

50 pM inhibent chacun d'environ 85% linvasion par des cellules de



83

carcinome rénal (VMRC-RCW) d’une matrice de collagéne de type /. Ces
cellules VMRC-RCW possédent un récepteur HGF constitutivement actif
et une motilité accrue (88).

2) Kermorgant et al. ont prouvé que la wortmannine inhibe de 60% l'invasion
induite par le HGF des cellules Caco-2 (colonic cancer epithelial cell) a
travers du Matrigel® (68).

3) Nakanishi et al. ont démontré que la wortmannine 30 nM supprime a
100% leffet chémoattractant du HGF chez des cellules HCC
(Hepatocellular carcinoma) migrant a travers du Matrigel® (92).

4) Keely et al. ont observé que des cellules épithéliales mammaires
transfectées avec la sous-unité catalytique p110 mutée (K227E) ('activité
Pl13-kinase étant trois fois supérieure au témoin) posséde une capacité a

envahir une matrice de collagéne 4 fois supérieure au témoin (67).

Cependant, nous observons une différence significative de 30% entre
l'inhibition de l'invasion induite par le LY294002 (53%) et la wortmannine
(23%) (Figure 22). La wortmannine 500 nM n’induit pas une inhibition
complete de la PI3-kinase dans les cellules MSV-MDCK-INV puisque le
degré de phosphorylation de la protéine Akt n'est pas complétement aboli
dans ces conditions (Figure 21). Cette inhibition partielle de la P13-kinase
par la wortmannine a des concentrations élevées a également été trouvée
par Royal et al. (113). Ce groupe de recherche affirme que la wortmannine, a
des concentrations de 100 nM et 1 uM, inhibe I'activité de la PI3-kinase des
cellules MDCK stimulées par le HGF de seulement 35% et 65%
respectivement (113). Ainsi, l'inhibition partielle de la PI3-kinase par la
wortmannine dans notre modéle cellulaire pourrait expliquer cet écart
d’inhibition de linvasion de 30% observé entre le LY294002 et la
wortmannine

Il peut paraitre étonnant d'observer que le DMSO inhibe l'invasion des
cellules MSV-MDCK-INV d’environ 30% comparativement au témoin sans
DMSO (Figure 22). Cet effet significatif du DMSO n’est pas si surprenant
lorsqu’'on porte attention aux nombreux effets non-spécifiques du DMSO

rapportés dans la littérature, mais encore peu connus de la communauté
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scientifique (120, 163). Ces effets du DMSO sont discutés en détail dans les
sections IV.3.2 et IV.4 de cette discussion.

IV.1.2 La PI3-kinase n’est pas constitutivement active dans les cellules
MSV-MDCK-INV.

Le haut niveau d'activité de la protéine Akt dans les cellules MSV-
MDCK-INV, comparativement aux cellules parentales MDCK et MSV-MDCK,
suggére que la Pl3-kinase est impliguée dans la motilitt¢ accrue de ces
cellules (Figure 16). Une explication possible, inspirée par ces résultats,
serait que la PI3-kinase soit constitutivement active dans les cellules MSV-
MDCK-INV étant donné Tlactivation constitutive de c-Met. Ceci pourrait
expliquer la motilité accrue des cellules MSV-MDCK-INV. Nakamura et al.
travaillent avec un modeéle cellulaire semblable au nétre, les cellules VMRC-
RCW (88). Celles-ci possédent un récepteur HGF constitutivement actif et
une motilité accrue. Ce groupe de recherche a démontré qu’un traitement au
HGF n’active pas davantage la PI3-kinase et que le LY294002 et la
wortmannine inhibent fortement le degré d'activité de la Pl3-kinase des
cellules VMRC-RCW. Ces résultats indiquent que la PI3-kinase est active de
facon chronique dans ces cellules (88). Cependant, des résultats récents
obtenus dans le laboratoire du Dr Noél par Julie Vadnais, démontrent que la
PI3-kinase des cellules MSV-MDCK-INV n’est pas constitutivement active.
Au contraire, la Pl3-kinase est active (phosphorylation de Akt) uniquement en
présence de sérum contrairement a c-Met qui est actif en absence et en
présence de sérum (Figure 29A). Le sérum doit contenir un ou des facteurs
importants pour l'activation de la PI3-kinase. Nous concluons de ces
expériences que l'activation constitutive de c-Met n'est pas suffisante et une
stimulation exogéne par un facteur quelconque présent dans le sérum est
essentielle a activer la PI3-Kinase dans les cellules MSV-MDCK-INV.
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A. Sérum B.
Anti-HGF
phospho-c-Met | W0 W phospho-c-Met | g
phospho-Akt ™
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Akt |
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Figure 29

Effet du sérum et de I'anti-HGF sur le degré de phosphorylation de Akt
et de c-Met des cellules MSV-MDCK-INV.

(A) Le degré de phosphorylation de Akt et c-Met des cellules MSV-MDCK-
INV a été étudié par immunobuvardage de type western avec les anticorps

anti-phospho-Akt-Ser*® Y 123012341235

et anti-phospho-c-Met ( ) sur des lysats
totaux. La protéine Akt a été identifiée sur la membrane de nitrocellulose
décapée comme témoin de chargement des échantillons. Les cellules MSV-
MDCK-INV ont été mises en culture pendant 24 heures en présence de
sérum 10%. Par la suite, les cellules ont été privées de sérum pendant 24
heures et du sérum 10% a été ajouté ou non pour une période de 10
minutes. (B) Le degré de phosphorylation de la protéine Akt et c-Met des
cellules MSV-MDCK-INV a été étudié par immunobuvardage de type western
avec les anticorps anti-phospho-Akt-Ser*”® et  anti-phospho-c-Met
(Y'23012341235) gur des lysats totaux. Les cellules MSV-MDCK-INV ont été
mises en culture pendant 24 heures en présence de sérum 10%. Par la suite,
le milieu de culture a été changé par du milieu sans sérum avec ou sans
anticorps anti-HGF 10 pg/ml pour une durée de 24h et du sérum 10% a été
ajouté pour une période de 10 minutes. Comme précédemment, la protéine
Akt a été identifice comme témoin de chargement des échantillons. Ces
résultats préliminaires (n=2), ont été effectués par la technicienne du

laboratoire du Dr Noél, Julie Vadnais, aprés mon départ du laboratoire.
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IV1.3 Le role de la PI3-kinase dans la motilité et linvasion,
indépendantes et dépendantes de c-Met constitutivement actif, n’est
pas bien défini dans les cellules MSV-MDCK-INV.

La PI3-kinase est active uniquement en présence de sérum dans les
cellules MSV-MDCK-INV, ce qui suggére une trés faible implication de la
PI3-kinase dans la motilité et I'invasion induites par c-Met constitutivement
actif. Afin de vérifier cette hypothése et de bien faire la distinction entre
Iimplication de la PI3-kinase dans la motilité et l'invasion dépendantes et
indépendantes de c-Met constitutivement actif, il était important d'étudier
l'activité de la Pl3-kinase en présence d’anti-HGF et de sérum, c'est-a-dire
en condition ou c-Met serait minimalement activé. Ce protocole est important
puisque, contrairement a la plupart des recherches visant a déterminer le
réle de la PI3-kinase dans la motilité induite par le HGF, les cellules MSV-
MDCK-INV ont un récepteur HGF constitutivement actif et n'ont pas besoin
d'une stimulation exogéne par du HGF; elles sont continuellement activées
par la sécrétion autocrine de HGF. Ainsi, il est trés difficile dans notre modéle
cellulaire d’étudier uniquement I'implication de la Pl3-kinase (ou d'une autre
voie de signalisation) dans la motilité et I'invasion induites uniquement par le
HGF. Par ailleurs, la motilité accrue des cellules MSV-MDCK-INV
comparativement aux cellules MSV-MDCK n’est pas exclusivement due a c-
Met constitutivement actif et plusieurs autres facteurs peuvent étre impliqués
dans cette motilité (149). La transformation des cellules MDCK par le virus
du sarcome de Moloney (cellules MSV-MDCK) a certainement causé des
modifications au niveau cellulaire autres que I'activation constitutive de c-Met
que l'on retrouve dans une sous-population de cette lignée cellulaire
hétérogéne. Ceci pourrait expliquer que la stimulation des cellules MSV-
MDCK par le HGF induit une forte augmentation du degré de
phosphorylation de c-Met sans toutefois modifier la motilité aléatoire de ces
cellules (149). Il est possible que ces modifications soient également
impliquées dans la motilité accrue des cellules MSV-MDCK-INV
sélectionnées a partir des cellules MSV-MDCK.

Il est donc important d’étudier I'implication de la PI3-kinase dans la

motilité et I'invasion dépendantes de c-Met constitutivement actif en étudiant
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I'effet de I'anti-HGF en présence de sérum sur le degré de phosphorylation
de la protéine Akt. Les résultats obtenus par Julie Vadnais montrent que
lanti-HGF induit, tel qu'attendu, une diminution importante du degré de
phosphorylation de c-Met en présence de sérum (Figure 29B). Dans ces
conditions, le degré de phosphorylation de Akt n'est que faiblement diminué
(Figure 29B). Ces résultats préliminaires suggérent que la contribution de Ia
PI3-kinase a la motilité et I'invasion dépendantes de c-Met des cellules MSV-
MDCK-INV est minime. Il serait essentiel de vérifier que la faible stimulation
de la PI3-kinase induite par c-Met constitutivement actif est réellement
impliquée dans la motilité et I'invasion cellulaires. Pour ce faire, il faudrait
étudier l'effet du LY294002 sur la capacité d'invasion des cellules MSV-
MDCK-INV pré-traitées a l'anti-HGF. La différence entre linhibition de
f'invasion induite par I'anti-HGF en présence et en absence de LY294002
représenterait le degré dimplication de la PI3-kinase dans [invasion
indépendante de c-Met. La soustraction de cette contribution a celle de la
PI3-kinase totale (traitement au LY294002 seul) représenterait I'implication

de la PI3-kinase dans la motilité dépendante de c-Met.

Il est important de mentionner que I'anti-HGF inhibe & des degrés
differents la motilité aléatoire (149) et linvasion (Figure 22) des cellules
MSV-MDCK-INV. L’anti-HGF inhibe fortement la motilité aléatoire des
cellules MSV-MDCK-INV (149). Un trés faible mouvement des cellules est
distinguable aprés 48 heures d’'enregistrement en présence d'anti-HGF 20
ng/mL (149). Par contre, l'invasion des cellules MSV-MDCK-INV a travers
une matrice de collagéne est inhibée de seulement 76% a la suite d’'un
traitement de 4 heures avec lanti-HGF 20 pg/mL (les cellules avaient
toutefois été pré-traitées avec de I'anti-HGF pendant 24 h avant trypsination)
(Figure 22). La variable « temps » semble jouer un role important dans I'effet
de lanti-HGF sur la motilité¢ et l'invasion des cellules MSV-MDCK-INV.
Cependant, on peut tout de méme affirmer, avec suffisamment de confiance,
qu’'un mouvement résiduel des cellules MSV-MDCK-INV est toujours observé
a la suite d'un traitement prolongé avec l'anti-HGF. L'amplitude de ce
mouvement dépend du temps de traitement. Ainsi, ces résultats confirment

I'existence d'une motilité indépendante de c-Met dans les cellules MSV-
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MDCK-INV. Par contre, il serait trés difficile de vérifier 'implication de la P13-
kinase dans la motilité aléatoire dépendante et indépendante de c-Met dans
les cellules MSV-MDCK-INV puisque nous ne disposons pas de mesures
quantitatives. Il serait toutefois intéressant d'étudier I'effet du LY294002 sur
des cellules pré-traitées avec I'anti-HGF et I'effet de I'anti-HGF seul sur la

motilité directionnelle (technique de la plaie).

IV.1.4 Perspectives : Voies de signalisation et/ou protéines impliquées
dans la motilité et I'invasion cellulaires autre que la PI3-kinase.

Il est évident que une ou plusieurs autres voies de signalisation sont
impliquées dans la motilité et linvasion des cellules MSV-MDCK-INV
puisque le LY294002 n’inhibe pas complétement la motilité et I'invasion de
ces cellules (environ 50%). Plusieurs groupes de recherche ont démontré
I'implication de nombreuses voies de signalisation dans l'invasion cellulaire
(20, 64, 68). Karihaloo et al. ont montré que le PD098059 50 uM, un
inhibiteur de I'activation de MEK1/2, inhibe de 75% l'invasion des cellules
épithéliales rénales induite par le HGF. Par ailleurs, le U0126 20 uM, un
inhibiteur de la forme active et inactive de MEK1/2, prévient complétement
linvasion induite par le HGF. Le méme laboratoire a démontré que la
wortmannine 100 nM inhibe de 60% l'invasion induite par le HGF, tandis que
le U73122, un inhibiteur des PLC, inhibe complétement I'invasion induite par
le HGF. Ces résultats indiquent qu’'une activation coordonnée de la PI3-
kinase, de la PLCy et des MAP kinases par c-Met activé est nécessaire a la
promotion du caractére invasif de ce type de cellules (64).

Des résultats préliminaires obtenus aprés mon départ du laboratoire,
indiquent que la voie des MAP kinases est aussi impliquée dans la motilité
des cellules MSV-MDCK-INV. Le U0126 inhibe l'invasion des cellules MSV-
MDCK-INV a travers une matrice de collagéne de type / de 28% (n=2). De
plus, l'inhibition de la PI3-kinase et des MAP kinases, par I'ajout simultané de
LY294002 et de U0126, inhibe l'invasion de 71.5% (n=3). L'inhibition de la
motilité par le LY294002 et le U0126 est additive puisque le LY294002 et le

U0126 seuls inhibent l'invasion de 52% et 28% respectivement. On ne
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retrouve dans la littérature que quelques exemples de travaux qui ont porté a
la fois sur I'étude de I'implication des MAP kinases et de la P13-kinase dans
linvasion cellulaire (29, 64, 148). Ueoka et al. ont observé une implication
des MAP kinases et de la PI3-kinase dans l'invasivité et la motilité induites
par le HGF des cellules cancéreuses d'ovaires (148). Delehedde et al. ont
démontré que la wortmannine 100 nM prévient totalement l'invasion des
fibroblastes mammaires de rat induite par le HGF, tandis que le PD098059
50 puM, un inhibiteur de la cascade MEK-ERK1/2, inhibe l'invasion induite par
le HGF de 64% (29). Il serait donc également intéressant de déterminer le
degré d'implication de la voie des MAP Kinases (raf-MEK-ERK) dans la
motilité et l'invasion dépendantes et indépendantes de c-Met dans les
cellules MSV-MDCK-INV via I'utilisation simultanée des inhibiteurs des MAP
Kinases et de I'anti-HGF.

Afin de mieux caractériser et comprendre le phénoméne de motilité et
d'invasion des cellules MSV-MDCK-INV, il serait également trés important
d'étudier la voie des PLCy—-PKC. En effet, le U73122, un inhibiteur des PLC,
prévient complétement l'invasion des cellules épithéliales rénales induite par
le HGF (64). Il a également été démontré que certains isoformes
conventionnels de la PKC sont impliqués dans la motilité et I'invasion des
cellules métastasiques. Sullivan et al. ont établi que I'inhibition de la PKCa
par les UV ou le dequalinium induit une inhibition de 40 & 60% de I'invasion
et une inhibition compléte de la motilité des cellules de mélanome (141). Par
ailleurs, le groupe de Sanz-Navares a démontré que I'expression de la
PKCE, une PKC atypique, supprime la migration des cellules de mélanome
(121). Il semble donc que les différents isoformes de PKC régulent
differemment la capacité motile de certaines cellules tumorales. Il serait donc
trés intéressant d'aborder le roéle de celles-ci dans la motilité aléatoire et
directionnelle des MSV-MDCK-INV ainsi que dans le phénoméne d’invasion

cellulaire.

De plus, il serait trés intéressant d'étudier quelles voies de

signalisation régulent les petites protéines GTPases cdc42, Rac et Rho
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puisqu’elles sont connues pour moduler la motilité et I'invasion cellulaires via
leur implication dans 'homéostasie du cytosquelette d’actine (Voir Figure 11)
(96). Tout d'abord, il faudrait vérifier 'expression et I'activité de ces protéines
dans les trois lignées cellulaires MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-INV. Par
la suite, il faudrait tester les différents inhibiteurs des voies de signalisation
sur le degré d’activité de ces GTPases cdc42, Rac et Rho. Ceci permettrait
de connaitre quelles voies de signalisation régulent la motilité et I'invasion
des cellules MSV-MDCK-INV via les protéines cdc42, Rac et Rho. Keely et
al. ont démontré que cdc42 et Rac1 sont impliqués dans la motilité et

I'invasion des cellules épithéliales mammaires via la PI3-kinase (67).

L'étude des métalloprotéases (MMP) et des voies de signalisation
associées a leur régulation dans les cellules MSV-MDCK-INV est aussi un
projet captivant. Il est connu que [linvasion cellulaire nécessite une
dégradation de la matrice extracellulaire par les MMPs (142) et que le HGF
stimule la production des MMPs dans certains cancers (8, 41, 68).
Kermorgant et al. ont observé que le HGF induit une augmentation de la
capacité d'invasion des cellules de cancer du colon (Caco-2). Cette invasivité
accrue est associée a une production exagérée de MMPs via les voies de
signalisation de la PI3-kinase et de la PKC. Récemment, une nouvelle
etudiante en maitrise dans le laboratoire du Dr Noél a commencé un projet
concernant les MMP impliquées dans la capacité invasive des cellules MSV-
MDCK-INV.

Il serait également trés intéressant d'étudier l'implication des
phosphatases dans la régulation de la motilité et I'invasion des cellules MSV-
MDCK-INV. |l est connu que plusieurs protéines a activité tyrosine
phosphatase telles que SHP-2, PTEN, PTP-PEST (protein tyrosine
phosphatase PEST), PTPa (protein tyrosine phosphatase alpha), PTP1B
(protein tyrosine phosphatase 1B) et bien d’autres jouent un réle important
dans la migration cellulaire (revue par (6)). Il a également été démontré par
le groupe de Villa-Moruzzi que la phosphatase PTP-S (protein tyrosine
phosphatase S) se lie au domaine juxtamembranaire de c-Met (154). Un

autre groupe de recherche a démontré que la phosphatase SHP-2 est
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requise pour l'activation soutenue de ERK induite par c-Met (80). Ce projet
est aussi présentement a 'étude dans le laboratoire du Dr Noél et vise a
déterminer si, dans les cellules de reins de chien, le degré de
phosphorylation sur les résidus tyrosine de c-Met est aussi régulé par
I'activité de SHP-2. En fait, le Dr Noél cherche a déterminer si le fort degré
de phosphorylation de c-Met dans les cellules MSV-MDCK-INV est en partie
ou principalement di a un défaut de couplage ou d’activité entre SHP-2 et c-
Met. Une information intéressante sera tirée de la comparaison des trois
lignées cellulaires MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-INV.

La voie de signalisation activée par le TGF-B1 (transforming growth
factor-beta 1), connue pour controler la prolifération, la différentiation,
linvasion et la motilité cellulaire, est également impliquée dans le
développement de certains cancers lorsque cette voie est déréglée (revue
par (127)). Le groupe de Tse et al. a démontré que le TGF-B1 prévient
complétement l'effet stimulant du HGF sur la motilité et l'invasion des
trophoblastes, cellules extra-embryonnaires qui fixent 'embryon a la paroi
utérine (145). Le mécanisme par lequel le TGFp régle l'invasion et I'activité
de c-Met n'est pas bien défini. Il serait donc trés intéressant d'étudier
I'implication du facteur TGF-B1 sur la motilité et I'invasion des cellules MDV-
MDCK-INV, comparé a l'effet induit sur les cellules parentales MDCK et
MSV-MDCK.

V.2 LA PI3-KINASE EST IMPLIQUEE DANS L’ORGANISATION DU
CYTOSQUELETTE DES CELLULES MSV-MDCK-INV.

Les cellules MSV-MDCK-INV possédent de multiples pseudopodes
riches en actine, ne contiennent aucune fibre de stress et établissent peu de
contacts inter-cellulaires (74). Contrairement aux cellules MDCK et MSV-
MDCK, les cellules MSV-MDCK-INV montrent une redistribution de I'actine p
aux extrémités des pseudopodes (74). Ces pseudopodes riches en actine B,
exprimant également I'actine F et G, représentent un site actif de remodelage

de 'actine (74). Il a été démontré que les résidus phosphotyrosine (149) et la
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protéine c-Met phosphorylée (60) sont également concentrés aux extrémités
des pseudopodes des cellules MSV-MDCK-INV. Ces résultats indiquent qu'’il
y a une activation localisée de c-Met ainsi qu'une concentration de certaines
protéines phosphorylées sur tyrosine aux extrémités des pseudopodes. Ceci
suggére que ce micro-domaine joue un réle actif dans le remodelage de
I'actine et dans la formation des protusions pseudopodiales, modulant ainsi
la motilité cellulaire (149).

Il était donc trés pertinent d'étudier I'effet des inhibiteurs de la PI3-
kinase, connus pour inhiber la motilité et I'invasion des cellules MSV-MDCK-
INV (section V.1 de cette discussion), sur la distribution de I'actine. Les
cellules MSV-MDCK-INV traitées au LY294002 forment de longues
protusions pseudopodiales et de nombreux contacts inter-cellulaires
(Figures 20 et 24; Film 1). Nous avons montré que ce changement de
morphologie induit par un traitement au LY294002 ne modifie pas la
distribution de l'actine-F (Figure 24). L’actine est toujours distribuée en
périphérie des cellules et de facon diffuse a travers tout le cytoplasme, tout
en étant relativement concentrée aux extrémités des pseudopodes.
Cependant, les pseudopodes riches en actine sont moins nombreux a la
suite d'un traitement au LY294002 (environ 2 pseudopodes par cellule)
puisqu’il y a formation de nombreux contacts inter-cellulaires. Les effets du
LY294002 observés sur la morphologie des cellules MSV-MDCK-INV sont
des effets réels de I'inhibition de la PI3-kinase et non des effets secondaires
du LY294002. En effet, la wortmannine, un autre inhibiteur de la PI3-kinase,
induit également avec le temps Iallongement des pseudopodes et
I'apparition de contacts inter-cellulaires sans toutefois modifier la distribution
de l'actine-F aux extrémités des pseudopodes des cellules MSV-MDCK-INV
(Figure 24). Les effets de la wortmannine sont cependant moins prononcés
que ceux du LY294002. Encore une fois, ceci pourrait s'expliquer par une
inhibition partielle de la Pl3-kinase par la wortmannine dans les cellules
MSV-MDCK-INV. En effet, des doses de 500 nM et 1 uM n'inhibent pas
complétement la phosphorylation de la protéine Akt (Figure 21).
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Il convient de se demander si les effets des inhibiteurs de la PI3-
kinase observés sur la morphologie des cellules MSV-MDCK-INV sont des
effets réels ou des effets pouvant étre attribués au solvant DMSO. En effet,
des conséquences importantes de I'utilisation du DMSO ont été rapportées
dans la littérature. Yumura et al. ont démontré que le DMSO 5% induit un
arrondissement des cellules de I'amibe Dictyostelium (un modéle eucaryote)
(164). Le DMSO 5% induit également la formation de plusieurs petites
projections (filopodelike) sur la partie antérieure des cellules de Dictyostelium
(164). Cependant, il est peu probable que le DMSO ait un effet important sur
l'organisation du cytosquelette d’actine des cellules MSV-MDCK-INV. En
effet, le DMSO a souvent été utilisé, dans le laboratoire du Dr Noél, a des
concentrations inférieures a 0.1%, et aucun effet secondaire n'a été observé
jusqu'a maintenant (72, 149). De plus, aucun effet du DMSO 0.1% en
vidéomicroscopie n'a été observé sur la morphologie des cellules MSV-
MDCK-INV (Figure 20 et Film 1). |l serait toutefois rassurant de vérifier I'effet
du DMSO seul & différentes concentrations (0.05% a 1%) et différents temps
(30 minutes a 48 heures) sur ['organisation du cytosquelette d’actine des
cellules MSV-MDCK-INV via un marquage avec la phalloidine couplée au
rouge texan. Etant donné que le témoin DMSO 24h ne présentent pas ces
longs prolongements (Figure 24), nous croyons que les effets observés avec
le LY294002 et la wortmannine sont réels.

Contrairement aux inhibiteurs de la PI3-kinase, I'EIPA (inhibiteur de
I'échangeur Na’/H" NHE1), connu pour inhiber la motilité aléatoire des
cellules MSV-MDCK-INV (72), et l'orthovanadate de sodium, connu pour
inhiber l'invasion de ces mémes cellules (Figure 22 et 23), induisent une
rétraction des pseudopodes et I'arrondissement des cellules MSV-MDCK-
INV. De plus, un traitement des cellules MSV-MDCK-INV avec I'anticorps
anti-HGF (Figure 22) induit la rétraction des pseudopodes de méme qu'un
étalement des cellules (149). Dans la littérature, aucune étude ne fait
mention de I'apparition de longues protusions pseudopodiales induites par
linhibition de la PI3-kinase ou de toute autre voie de signalisation. A
l'opposé, les articles démontrent plutét un arrondissement des cellules et la

disparition des pseudopodes a la suite de l'inhibition de la PI3-kinase (67).
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Ainsi, il a été démontré par Keely et al. qu'un traitement au LY294002
empéche la formation de longs lamellipodes induite par I'activation de Cdc42
chez les cellules mammaires (67). Il est aussi surprenant de toujours
observer une accumulation d’'actine aux extrémités des longs pseudopodes
des cellules MSV-MDCK-INV a la suite d’'un traitement au LY294002 ou a la
wortmannine. Ceci suggére en effet que l'inhibition de I'activité Pl3-kinase
n‘altére pas le remodelage de I'actine aux extrémités des pseudopodes des
cellules MSV-MDCK-INV. Voici donc encore une indication que la machinerie
cellulaire de ces cellules tumorales est particuliére et qu'il est pertinent d'en
étudier les différentes composantes. Il serait intéressant d’examiner la
distribution de la protéine c-Met phosphorylée et des résidus
phosphotyrosine dans les cellules MSV-MDCK-INV a la suite d’un traitement
au LY294002 versus le DMSO afin de vérifier s’ils sont toujours accumulés

aux extrémités des pseudopodes.

Dans les cellules MSV-MDCK-INV, linhibition de la PI3-kinase par le
LY294002 et la wortmannine induit également I'apparition de nombreux
contacts inter-cellulaires. Cet effet n'est pas trés surprenant puisque
I'anticorps anti-HGF induit également chez les cellules MSV-MDCK-INV
I'apparition de nombreux contacts inter-cellulaires (149). De plus, les cellules
parentales MSV-MDCK, qui sont beaucoup moins motiles que les cellules
MSV-MDCK-INV, effectuent de nombreux contacts inter-cellulaires (Figure
13) (149). Ainsi, l'apparition des contacts inter-cellulaires indique une
diminution de la capacité motile des cellules MSV-MDCK-INV, tel que
confirmé par les images enregistrées en fonction du temps (Film 1). Vadnais
et al. ont également montré que I'ajout de HGF recombinant aux cellules
MDCK formant des ilots serrés induit leur dissociation. Ceci confirme qu'il y a
désorganisation des jonctions inter-cellulaires lorsque les cellules acquiérent

la capacité de bouger.
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IV.3 LE ROLE DE LA PI3-KINASE DANS LA REGULATION DE
L’ACTIVITE DE C-MET DANS LES CELLULES MSV-MDCK-INV
DEMEURE INCERTAIN.

L'activation de c-Met par son ligand, le HGF/SF, est impliquée dans la
regulation de son expression (1). Dans les cellules cancéreuses, en
particulier les cellules de glioblastome humain, plusieurs seconds messagers
prennent part a cette modulation dont AP-1, ras-MAP Kinase et parfois PKC
et Pi3-kinase (1). Il a été démontré par le groupe de Abounader que le
LY294002 et la wortmannine inhibent complétement la production de ’ARNm
de c-Met, respectivement de 83% et 111%, dans les cellules de glioblastome
T98G et que la wortmannine inhibe de 140% la synthése de la protéine c-Met
(1). Cela porte a penser que l'activation de c-Met par le HGF conduit a une
activité transcriptionnelle accrue et a une synthése augmentée de
récepteurs, amplifiant ainsi la réponse au HGF (1). Dans les cellules MSV-
MDCK-INV, cependant, l'activation autocrine de c-Met n'induit pas une
augmentation du nombre de récepteurs exprimés a la membrane
comparativement aux lignées parentales MDCK et MSV-MDCK (149).
L'activation autocrine méne plutét a une phosphorylation constitutive de c-
Met en conditions normales de culture, c’est-a-dire en absence de HGF dans
le milieu. Reboul et al. ont en effet récemment démontré que le sérum ne
contient pas de HGF (52). La sécrétion de HGF par les cellules MSV-MDCK-
INV suffit donc a stimuler et a auto-activer les récepteurs exprimés a la
surface (149). Le fait que la quantité de récepteurs a la membrane des
cellules MSV-MDCK-INV soit équivalente a celle des cellules MSV-MDCK et
des cellules MDCK, en présence d'une synthése réglée par I'activation
autocrine de c-Met (activation continue), suggére que la demi-vie des
récepteurs c-Met des cellules MSV-MDCK-INV soit plus faible que dans les
cellules parentales. Une dégradation par le protéasome a la suite d'une
ubiquitinylation est donc possible. Il serait intéressant de tester rapidement la
validité de cette hypothése via la réalisation d'un immunobuvardage visant a
déceler les résidus ubiquitine sur des lysats de cellules obtenus des trois
lignées cellulaires. Un marquage métabolique a la **S-méthionine suivi d’'une

chasse a différents temps permettrait, de plus, de démontrer une telle
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dégradation métabolique dans les cellules MSV-MDCK-INV et d’évaluer la

demi-vie de c-Met dans les trois lignées.

IV.3.1 La PI3-kinase ne semble pas moduler le degré d’activité de c-Met.
Dans le cadre de notre projet visant a déterminer I'implication de la
Pi3-kinase dans la motilité accrue des cellules MSV-MDCK-INV, il était trés
intéressant d’explorer la possibilité que la P13-kinase ait un effet modulateur
direct ou indirect sur le degré de phosphorylation de c-Met. Une boucle de
rétroaction négative pourrait en effet étre présente dans les cellules normales
mais absente ou non-fonctionnelle dans les cellules tumorales. C'est dans
cette optique que nous avons amorcé les expériences visant a étudier le
degré d’activation de c-Met, par le biais de son degré de phosphorylation, en
absence d’activité PI3-kinase c’est-a-dire aprés un traitement au LY294002.

La somme de nos résultats nous porte a croire que linhibition de la
Pl3-kinase, par le LY294002, n’induit aucun effet significatif sur le degré de
phosphorylation sur tyrosine de c-Met lorsqu’on le compare a son témoin
DMSO respectif (Figure 28; Tableau 3). Ceci indique que la PI3-kinase ne
module pas directement ou indirectement le degré d'activité de c-Met a court
(30 min) et moyen (16-24 h) terme. La PI3-kinase ne modulerait donc
probablement pas la synthése de c-Met. Nous devons noter que la quantité
totale de récepteurs HGF n’a pu étre mesurée a la suite d’un traitement au
LY294002. Ceci est relié, encore une fois, a I'absence d'anticorps sur le
marché reconnaissant la forme canine de c-Met en immunobuvardage. En
effet, trois anticorps différents ont été extensivement testés dans le cadre
d’'une étude antérieure sans qu’aucun signal n'ait été détecté dans les
cellules MSV-MDCK-INV. La biotinylation de surface suivie d'une
immunoprécipitation du récepteur et d’'une révélation par la streptavidine-
HRP permet d'évaluer la quantité de récepteurs exprimés a la surface mais
non la quantité totale de récepteurs synthétisés dans une condition donnée
(149). Pour contrecarrer cette difficulté, il faudrait réaliser des marquages
métaboliques en absence et en présence de LY294002 pendant différents

temps et révéler par autoradiographie la quantité de récepteurs synthétisés
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(immunoprécipités par I'anticorps) dans chaque condition afin de déterminer

I'effet réel de I'inhibition de I'activité P13-kinase sur la synthése de c-Met.

IV.3.2 Effet mitigé du DMSO sur 'activité de c-Met.

Le DMSO, utilisé pour dissoudre le LY294002, a un effet variable sur
le degré de phosphorylation de c-Met. Nous avons observé que le DMSO
0.05% induit une faible augmentation du degré de phosphorylation de c-Met
en fonction du temps de traitement (Figure 28). Ce résultat nous a beaucoup
surpris puisque le DMSO est trés utilisé en laboratoire lors d'études
biologiques (in vivo et in vitro) (120), pour ses propriétés physico-chimiques.
Le DMSO est en effet utilisé pour suspendre de nombreuses drogues ou
substances insolubles en milieu aqueux (120, 163). Le DMSO est également
un agent cryoprotecteur (protége la cellule durant une exposition a une
température en dessous du point de congélation), un agent radioprotecteur
(protége la cellule contre les radiations ionisantes), un agent favorisant la
fusion entre les cellules ou avec les liposomes et une substance connue pour
pénétrer les membranes (revue par (120, 163)). En plus de ces aspects
positifs bien connus du DMSO, plusieurs effets néfastes du DMSO, souvent
négligés ou méconnus des chercheurs, ont cependant été observés et
étudiés (revus par (120, 163)). Ainsi, le DMSO induit des effets variables et
parfois néfastes au niveau du métabolisme des lipides, de I'apoptose, de
l'inflammation, du cycle cellulaire, de I'expression des protéines, de I'activité
d'enzymes, de la différentiation cellulaire, de l'interaction ligand-récepteur, de
la polarisation cellulaire ainsi que dans le domaine de la signalisation
cellulaire (revue par (120, 163)). Ceci porte a croire qu'il y a peut-étre
d’autres effets du DMSO toujours inconnus. Ainsi, il semble possible que le
DMSO puisse moduler positivement le degré de phosphorylation de c-Met.
En effet, il a été rapporté que le DMSO peut modifier 'activité de protéines
membranaires a activité tyrosine kinase, tel que le récepteur EGF (epidermal
growth factor) (115). Le groupe de Earp a observé que le DMSO stimule de
fagon sélective la phosphorylation sur tyrosine du récepteur du facteur de
croissance EGF isolé d’'une préparation membranaire de foie de rat (fraction
microsomiale). Cette phosphorylation du récepteur EGF induit par le DMSO

est dépendante de la concentration en DMSO, et lui est spécifique puisque le
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degré de phosphorylation des autres protéines n'est pas affecté (115). Ces
résultats sont trés intéressants dans le contexte de la présente étude
puisqu’ils ressemblent beaucoup a I'effet du DMSO observé sur le degré de
phosphorylation de c-Met. Il est évidemment dommage que nous n’ayons
pas pris connaissance de cette littérature auparavant. Cependant, avant de
conclure que le DMSO induit une augmentation du degré de phosphorylation
sur tyrosine de c-Met tel qu'observé par le groupe de Earp sur le récepteur
EGF, il est primordial de confirmer ces effets par I'exécution d'autres
expériences. Ainsi, il serait essentiel de tester l'effet de plusieurs
concentrations de DMSO sur le degré de phosphorylation sur tyrosine de c-
Met et d'autres protéines dépendantes et indépendantes de la cascade
d’activation de c-Met. De plus, il serait intéressant de vérifier I'effet du DMSO
sur le degré de phosphorylation des résidus sérine de c-Met et d’autres
protéines afin de déterminer si I'effet du DMSO est spécifique aux résidus
tyrosine. Les artéfacts expérimentaux causés par le DMSO pourraient dans
un tel cas mener a une interprétation erronée des résultats et a une

conclusion inexacte.

Ainsi, selon nos observations préliminaires et les informations fournies
de la littérature, il semble possible que le DMSO puisse avoir un effet sur
l'activation de c-Met. Cependant, le mécanisme par lequel le DMSO
regulerait [l'activation de c-Met (phosphorylation) demeure inconnu.
L’hypothése la plus plausible, en comparaison avec les résultats obtenus par
le groupe de Earp (35), serait que le DMSO agisse directement sur le
recepteur en induisant un changement conformationnel qui serait plus
favorable a I'auto-phosphorylation des résidus tyrosine. Ce changement
conformationnel pourrait induire une augmentation de I'activité intrinséque du
récepteur. Earp et al. ont démontré que le DMSO altére la conformation du
récepteur EGF et réduit de fagon réversible I'affinité de 'EGF pour son
récepteur (35). lls ont conclu qu'il était possible que ce soit cette méme
altération de la structure tertiaire, induite par le DMSO, qui stimule la
phosphorylation du récepteur. De plus, Rubin et al. ont démontré que le
DMSO induit la phosphorylation du récepteur EGF méme lorsque celui-ci est

bloqué par la concanacalin A (116). Il serait donc intéressant de poursuivre,
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a limage du groupe de Earp, [I'étude du DMSO sur le degré de
phosphorylation de c-Met afin d'étre certain de la signification de nos
résultats. Nous pourrions alors émettre une hypothése basée sur des
données plus complétes.

Il est toutefois difficile d’expliquer pourquoi, dans nos expériences, le
LY294002 n'a pas eu au moins le méme effet que le DMSO puisque le
LY294002 est dissout dans le DMSO (Figure 28). Une hypothése possible
est que l'inhibition de la PI3-kinase par le LY294002 induit une diminution du
degré de phosphorylation de c-Met et que cet effet, ajouté a celui du DMSO
(augmentation du degré de phosphorylation de c-Met) résulte en I'absence
d'effet significatif sur le degré de phosphorylation de c-Met. I est clair que
ceci devrait étre confirmé par des expériences supplémentaires. Bien que
plausible, il est toutefois peu probable que cette hypothése soit valide
puisque le DMSO est utilisé a une concentration de seulement 0.05% dans
nos expériences. A cette concentration, selon les observations de Earp et al,
le DMSO devrait avoir peu ou pas d'effet sur c-Met phosphorylé. Earp et al
ont observé un effet du DMSO sur le récepteur EGF phosphorylé a partir
d’une concentration de 3%. Cet effet était faible comparativement au DMSO
20% qui augmente le degré de phosphorylation du récepteur EGF de 14.3
fois (115). Bien que similaires, ces deux récepteurs a activité tyrosine kinase
ne sont pas identiques au niveau de la séquence en acides aminés entourant
les résidus tyrosine d’auto-activation. || demeure donc possible qu'un tel effet

ait lieu sur c-Met a une faible concentration en DMSO.

Il est donc difficile de conclure en ce qui concerne le rdle de la PI3-
kinase dans l'activation de c-Met puisque l'inhibiteur est dissout dans un
solvant qui semble avoir un effet sur la variable étudiée. |l faudrait tout
d'abord étudier et bien caractériser l'effet du DMSO sur le degré de
phosphorylation de c-Met et utiliser, en paralléle, un mutant de la PI3-kinase
a activité dominante négative (dominant négatif) pour étudier son réle dans la
régulation de c-Met. Cette approche est de plus en plus utilisée pour palier

aux effets inattendus des solvants et des inhibiteurs. L'approche idéale
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consiste en fait, lorsque les outils moléculaires sont disponibles, a tester a la

fois les inhibiteurs et les dominants négatifs.

IV.4 INTEGRATION DES EFFETS DU DMSO ET DU LY294002 SUR LA
MOTILITE ET L’INVASION DES CELLULES MSV-MDCK-INV.

La découverte récente de cette littérature sur les nombreux effets
secondaires du DMSO nous a fait douter de nos résultats portant sur le role
de la PI3-kinase dans la motilité et l'invasion des cellules MSV-MDCK-INV.
Tel que discuté précédemment a la section IV.1.1, le DMSO induit une
inhibiton de 30% de Tlinvasion des cellules MSV-MDCK-INV
comparativement au témoin sans DMSO (Figure 22). Ce résultat, un peu
surprenant a la base, est en contradiction avec I'effet du DMSO observé sur
le degré d'activité de c-Met. En effet, le DMSO semble induire une
augmentation du degré de phosphorylation sur tyrosine de c-Met. De ce fait,
une augmentation de l'activité de c-Met était attendue. Ainsi, selon notre
raisonnement, les cellules MSV-MDCK-INV devraient étre plus motiles en
présence de DMSO et non, moins motiles. Toutefois, étant donné les
nombreux effets indésirables du DMSO rapportés dans la littérature, il est
possible que le DMSO module T'activité ou l'interaction d’autres protéines
impliquées dans linvasion cellulaire. Méme si c'est le cas, nos résultats
obtenus sur la motilité et l'invasion des cellules MSV-MDCK-INV restent
valides puisque nous observons une importante inhibition de la motilité et de

l'invasion avec le LY294002 comparativement au DMSO seul.



V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous avons démontré que la voie de signalisation
de la PI3-kinase joue un rble important dans la motilité directionnelle et
aléatoire, dans l'invasion, ainsi que dans |'établissement de la morphologie
des cellules MSV-MDCK-INV. Les protéines qui sont régulées par I'activation
de la PI3-kinase et qui sont impliquées dans la motilité, l'invasion et la
morphogenése des cellules MSV-MDCK-INV demeurent a étre identifiées. Il
serait donc intéressant d'étudier I'effet de l'inhibition de la PI3-kinase sur les
protéines modulant la motilité, I'invasion et/ou la morphologie telles que les
petites GTPases cdc42, Rac et Rho, les métalloprotéases et les
phosphatases dans les cellules MSV-MDCK-INV. Il est toutefois exclu que la
PI3-kinase soit constitutivement active dans ces cellules, au contraire de c-
Met qui est activé en permanence via une boucle autocrine. Afin de bien
caractériser la voie PlI3-kinase dans les cellules MSV-MDCK-INV, il serait
egalement indispensable de préciser I'implication respective de la Pl3-kinase
dans la motilité et linvasion dépendantes et indépendantes de c-Met
constitutivement actif. Puisque la PI3-kinase n'est pas responsable de la
totalité de I'activité motile et invasive des cellules MSV-MDCK-INV, il serait
primordial de bien définir I'implication des autres voies de signalisation
impliquées dans ce phénotype, telle que la voie des MAP Kinases (raf-MEK-
ERK) et des PLC-PKC. Nous espérons qu'une meilleure connaissance des
voies de signalisation et protéines impliquées dans le phénotype tumoral et
invasif des cellules MSV-MDCK-INV, ainsi que dans différents modéles de
cellules cancéreuses humaines, permettra d’identifier de nouvelles cibles
pharmacologiques afin de lutter contre la progression du cancer et la

formation de métastases.

Certains résultats, trés inattendus, nous ont également entrainés sur
une piste de recherche des plus intéressante. En effet, lorsque nous avons
voulu étudier le réle joué par la PI3-kinase dans la régulation de I'activité de
c-Met, nous avons observé un effet imprévu du solvant DMSO. Celui-ci
semble induire une activation de c-Met et de ce fait, nous empéche de
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conclure quant a l'implication réelle de la PI3-kinase dans la régulation de
I'activité de c-Met. Cependant, la caractérisation des effets du DMSO sur les
cellules MSV-MDCK-INV, autant sur le degré d'activité de c-Met, la
morphologie, la motilité et l'invasion, devient une étape essentielle. Nous
croyons que la publication de telles informations contribuerait @ mieux
documenter les artéfacts expérimentaux causés par le DMSO et aussi, a

éviter la publication de résultats de recherche faussement interprétés.
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VIl. DOCUMENTS SPECIAUX

Film 1 :
Effet du LY294002 sur la motilité aléatoire des cellules MSV-MDCK-INV.
La premiére partie du film représente les cellules MSV-MDCK-INV
dans du milieu complet contenant du FBS 10% et du DMSO 0.1% (témoin).
Les 7 secondes d'enregistrement représentent 48 heures; les images ayant
été enregistrées toutes les 15 minutes. La deuxiéme partie représente les
cellules MSV-MDCK-INV dans du milieu complet contenant du FBS 10% et
du LY294002 a une concentration de 50 uM. Les 7 secondes
d’'enregistrement représentent 48h. Du LY294002 a été ajouté aprés 48 h
d'enregistrement a une concentration finale de 50 pM. Ces résultats sont

représentatifs de 3 enregistrements similaires.

Le film est sous la forme d'un fichier avi. Pour lire ce fichier, il est
essentiel d’avoir le lecteur Windows Media. |l est préférable de transférer le
fichier sur le disque dur de votre ordinateur puisque le fichier est trés
volumineux. La lecture du fichier directement sur le cédérom altére le

déroulement du film.
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