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RESUME

Le traitement des tumeurs cérébrales représente un défi d’envergure, puisqu’elles sont
isolées du reste du corps par la barriere hémato-encéphalique. 1l est donc impératif
d’accroitre nos connaissances sur les cellules composant ces tumeurs. L’une des hypothéses
émergentes conceme la présence d’une sous-population spécifique de cellules au sein de la
tumeur, les cellules souches cancéreuses (CSC), impliquées dans I'initiation et la récurrence
des cancers. Les marqueurs de surfaces des CSC varient largement selon le tissu d’intérét,
mais il semble que CD133, une glycoprotéine membranaire, soit une signature commune a
plusieurs CSC. S’il est courant de traiter le cancer en ciblant les cellules cancéreuses elles-
mémes, cibler le microenvironnement dans lequel évolue la tumeur est une avenue
thérapeutique prometteuse. En effet, les cellules endothéliales (CE) au sein d’une tumeur
sont connues pour avoir des propriétés différentes des CE normales. Ces cellules
endothéliales tumorales (CET) peuvent donc constituer une cible supplémentaire pour
inhiber sélectivement la croissance tumorale. A I'aide d’une lignée de médulloblastome
(DAOY), nous avons identifié et évalué de nouvelles caractéristiques cellulaires et
moléculaires impliquées dans la régulation du phénotype invasif associé a la formation de
structures comparables aux neurosphéres formées par les CSC CD133(+). De plus, nous
avons apporté de nouvelles informations concernant les propriétés chimiopréventives du
sulforaphane {(SEN), un composé nature! retrouvé principalement dans le brocoli, en ciblant
spécifiquement les CET cérébrales possiblement impliquées dans la cooption vasculaire. En
utilisant la technologie de I’ARN interférant, nous avons montré que MMP-9 et MT[-MMP,
deux métalloprotéinases matricielles importantes pour I'invasion cellulaire, les métastases et
la résistance a la radiation, avaient un role crucial dans la formation par les DAOY de
structures apparentées aux neurospheres CD133(+). De plus, nous avons mis en évidence
une inhibition presque compléte (> 90 %) de la migration des HBMEC (human brain
microvascular endothelial cell) activées par un carcinogéne, le phorbol 12-myristate 13-
acétate (PMA). Ainsi, nos résultats suggerent que les molécules présentes dans notre diéte
pourraient cibler les CET cérébrales composant la masse tumorale. En somme, nous
proposons que MMP-9 constitue une cible de choix pour le traitement du cancer, que ce soit
au niveau du compartiment tumoral ou vasculaire.

Mots clés: cellule couche cancéreuse (CSC). cellule endothéliale tumorale (CET),
sulforaphane (SFN), métalicprotéinase matricielle-9 (MMP-9), tumeur cérébrale



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1 Le cancer

1.1 La carcinogenése

Le développement d’une tumeur maligne, ou cancer, implique des interactions
complexes entre plusieurs facteurs, qu’ils soient environnementaux (p. €x. carcinogenes
chimiques ou virus) ou endogenes (p. ex. hormones). Selon la vision largement répandue, le
développement d’un cancer commence par une phase d’initiation, suivie d’une phase de
progression.  Ainsi, ’exposition des cellules somatiques a un carcinogene cause des
mutations génétiques au niveau des protooncogénes, soit un ensemble de génes contrélant la
croissance et la différenciation cellulaire, ce qui méne a ’activation des oncogenes, pour
finalement se traduire par une croissance et une différenciation incontrélées (Weinstein,
1988). Les genes suppresseurs de tumeur et les séquences régulant la transcription seraient
également des cibles critiques lors de la carcinogenese initiée par un agent chimique
(Weinstein, 1987). Les promoteurs de tumeurs, par exemple, produisent des effets
épigénétiques en se liant a des récepteurs membranaires. Le phorbol 12-myristate 13-acétate
(PMA ou TPA), un puissant promoteur de tumeur, induit un nombre d’effets phénotypiques
dans les cellules, tels que la modulation de la différenciation et des effets membranaires
(Weinstein, 1988). Par la suite, une conversion maligne s’effectue et consiste en une
succession de mutations génétiques menant a la transformation progressive de cellules
tumorales en cellules cancéreuses (Foulds, 1954 ; Nowell, 1976). Hanahan et Weinberg
(2000) ont suggéré que le vaste catalogue de génotypes de cellules cancéreuses se manifeste
par six altérations essentielles de la physiologie cellulaire, qui collectivement, dictent la
croissance maligne. Il s’agit de ’autosuffisance en signaux de croissance, de I’insensibilité
aux signaux d’arrét de croissance, de la résistance a la mort programmée par apoptose, du
potentiel de réplication illimité, de ’angiogenése soutenue et de l’invasion tissulaire et

métastases (Figure 1.) (Hanahan et Weinberg, 2000).



1.2 Les cellules souches cancéreuses (CSC)

Les recherches faites au cours du vingtiéme siécle ont révélé I’importance des
facteurs épidémiologiques, de 1’activation des proto-oncogénes et des mutations génétiques
dans le développement et la progression du cancer (Lee et Herlyn, 2007). Plus récemment,
les études suggérent 1’implication d’une sous-population spécifique de cellules au sein de la
tumeur, dans 1’initiation et la récurrence des cancers. Puisque cette sous-population partage
des caractéristiques avec les cellules souches somatiques, telles que la capacité
d’autorenouvellement, de division asymétrique et de différenciation en plusieurs types
cellulaires, on s’y référe en tant que cellules souches cancéreuses (CSC) (Neuzil et al.,
2007). L’autorenouvellement est la capacité d’une cellule a se diviser asymétriquement,
c’est-a-dire que la cellule mere se divise et donne naissance a une copie d’elle-méme, et donc
capable d’autorenouvellement, ainsi qu’en une autre cellule fille qui pourra se différencier
pour éventuellement donner une cellule spécialisée. L’origine des CSC demeure néanmoins
controversée. Dean ef al. (2005) ont suggéré deux origines, soit 1) la transformation maligne
d’une cellule souche normale qui, dii & une exposition prolongée a des carcinogenes,
accumule des mutations, ou 2) I'acquisition de la capacité d’autorenouvellement d’une
cellule différencié¢e suite a des altérations génétiques. Ces hypotheses corrélent avec le
concept bien répandu de carcinogenese dépendante de multiples étapes (Dean, Fojo et Bates,
2005). Ces cellules initiatrices de tumeurs ont été identifiées dans les leucémies, les
myélomes multiples, les néoplasies du systéme nerveux et les carcinomes colorectaux, de la

prostate ou hépatocytaires (Neuzil et al., 2007).

1.2.1 La résistance aux agents de chimiothérapie

La capacité de rejeter activement les substances toxiques est une des propriétés
intrinseques de plusieurs types de tumeurs. La théorie qui prévalait jusqu’a tout récemment
était que la résistance des tumeurs aux différents agents de chimiothérapie était la
conséquence directe de la pression sélective imposée par la substance toxique et/ou le
composé chimiothérapeutique (Lee et Herlyn, 2007). 1l est admis que l’agent de

chimiothérapie puisse effectivement cibler toutes les cellules malignes composant la tumeur,



mais pas les CSC. Ainsi, les CSC résistantes pourraient alors régénérer la tumeur initiale
avec des cellules capables de rejeter encore plus efficacement la ou les agents de
chimiothérapie (Michor et al., 2005). En effet, il semble que les CSC partagent d’autres
caractéristiques avec les cellules souches normales, qui leur conferent une résistance
naturelle aux agents de chimiothérapie et aux toxines (Dean, Fojo et Bates, 2005). Plus
précisément, il est alors question de quiescence cellulaire, les agents de chimiothérapie
ciblant généralement le cycle cellulaire, ou les cellules qui se divisent rapidement (Dean,
Fojo et Bates, 2005), de leur capacité de réparation de ’ADN et de ’expression de plusieurs
transporteurs ABC (ATP-binding cassette), qui utilisent I’énergie d’hydrolyse de I’ATP pour
rejeter les agents de chimiothérapie ou agents cytotoxiques hors de la cellule (Dean, Hamon

et Chimini, 2001).

1.2.2 CD133 : un des marqueurs de surface des CSC

Il est admis qu’au sein d’une tumeur, les CSC représenteraient moins de 1 % des
cellules (Lee et Herlyn, 2007 ; Neuzil et al, 2007). Afin de pouvoir les caractériser
davantage, il devient impératif de concevoir des méthodes d’isolation efficaces.
Actuellement, les stratégies expérimentales employées pour isoler et caractériser les CSC
impliquent la reconnaissance de marqueurs de surface spécifiques. L’idée des marqueurs de
surface pour sélectionner les CSC est venue suite a des études faites sur les leucémies
myéloides aigués (LMA). En effet, ces études démontraient que seules les cellules
CD34"/CD38 implantées dans des souris immunodéficientes pouvaient initier une LMA
(Lapidot et al., 1994). Ce n’est que pres de dix ans plus tard que Al-Hajj ef a/. (2003) ont
isolé avec succes des CSC CD44/CD24 originant des tumeurs solides (Al-Hajj et al., 2003).
Des études subséquentes ont ensuite identifié différents marqueurs de surface de CSC qui
different selon le type de tumeur (Tableau 1). Il faut cependant mentionner que I’isolation
de cellules basée sur les marqueurs de surface ne donne pas nécessairement une population

pure, mais plutdt enrichie en CSC (Lee et Herlyn, 2007).

Les marqueurs de surface des CSC varient largement selon le tissu d’intérét. Parmi

ces marqueurs, il semble que I’expression élevée de CD133 soit une signature commune a



plusieurs CSC. En effet, des études récentes ont montré que CDI133 était fortement
exprimée dans la population de CSC de médulloblastomes, glioblastomes, ainsi que dans les

carcinomes de la prostate et du colon (Neuzil et al., 2007).

CD133, aussi connu sous le nom de prominine-1, est une glycoprotéine de surface
comprenant cinq domaines transmembranaires et deux grandes boucles glycosylées
extracellulaires. Cette protéine a d’abord €té isolée au niveau des protrusions membranaires
des cellules souches hématopoiétiques (Miraglia et al., 1997). La fonction de CD133 n’a pas
encore été clairement établie. On ne connait ni son ligand, ni ses partenaires intracellulaires,
et les données sur I’inactivation de CD133 dans des souris ne sont pas encore disponibles.
Par contre, il a été montré que I’expression de ’antigéne CD133 corrélait avec un potentiel
prolifératif important des cellules épithéliales de la membrane basale de la prostate et leur
capacité a régénérer un épithélium complétement différencié (Richardson et al., 2004). De
plus, les cellules CD133(+) circulantes sont capables de se différencier in vitro en
myoblastes et de participer a la régénération des muscles squelettiques dans un modéle murin
de dystrophie musculaire de Duchenne (Torrente et al., 2004). Bien que CD133 semble étre
un marqueur efficace pour I’identification de cellules souches, son influence sur les
propriétés d’autorenouvellement et de différenciation reste obscure. Shmelkov et al. (2005)
ont suggéré que CD133 pouvait participer a 1’établissement et au maintien de différents types
de protubérances membranaires et, via cet effet potentiel, CD133 pourrait aussi influencer la
polarité cellulaire, la migration et les interactions des cellules souches avec les cellules
voisines et/ou avec la matrice extracellulaire (Aguado et al.; Shmelkov et al., 2005). Enfin,
il a été montré que les microdomaines riches en cholestérol étaient enrichis en CD133

(Corbeil et al., 2001).

2 L’endothélium vasculaire tumoral

2.1 Les cellules endothéliales tumorales

L’angiogenése est un processus qui mene a la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins et requiére la contribution des cellules endothéliales (CE). En plus de son

implication dans le cycle menstruel et la cicatrisation, chez I’adulte, I’angiogenése se produit



également en réponse a des stimuli pathologiques (Carmeliet, 2000). Plus particulicrement,
I’angiogenése est cruciale pour la croissance et I’invasion des tumeurs solides. En effet, les
vaisseaux sanguins assurent alors un apport adéquat en oxygéne et en nutriments aux cellules
tumorales, tout en étant une voie potentielle vers d’autres sites de ["organisme pour la
formation de métastases (Folkman, 1995). En absence de néo-vascularisation, les tumeurs

solides ne peuvent croitre au-dela de 2-3 mm?® (Folkman, 1972).

L’endothélium vasculaire tumoral est différent du tissu vasculaire normal, entre
autres a cause d’un manque de muscles lisses, du recouvrement inadéquat des vaisseaux par
les péricytes, de la désorganisation des patrons de ramification (Figure 2) et de la
perméabilité accrue des vaisseaux (Eberhard et al., 2000 ; Hashizume et al., 2000). Ainsi,
les CE contribuant a la masse tumorale possédent un phénotype unique et distinct de leur
pendant normal (Bussolati et al., 2003). Différents facteurs peuvent étre responsables du
phénotype des cellules endothéliales tumorales (CET). La persistance de la stimulation
angiogénique par le micro-environnement et la dédifférenciation des cellules tumorales en
cellules ayant des caractéristiques apparentées aux CE sont des explications envisagées
(Bussolati et al., 2003). En effet, il a été¢ montré que les cellules de mélanomes expriment
des marqueurs endothéliaux comme TIE-1, et participent, in vivo, & ['organisation des
vaisseaux tumoraux (Maniotis et al., 1999). En ce sens, Alessandri ef al. (1998) ont utilisé
I’'une des isoformes de la fibronectine, une molécule d’adhésion, pour I’isolation
spécifiquement des CET (Alessandri et al, 1998). Vu I’hétérogénéité de 1’endothélium
vasculaire tumoral, il est possible que les CET, quelle que soit leur origine, ne représentent

pas la totalité de la population des CE présentes dans les tumeurs (Bussolati e a/., 2003).

2.2 Mécanismes de vascularisation des tumeurs

Depuis plusieurs années, la vascularisation de la tumeur était expliquée par la simple
croissance de vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants, soit I’angiogenése par
bourgeonnement. Plus récemment, des mécanismes additionnels ont vu le jour (Revue par
{(Auguste et al., 2005), tels que I’intussusception, le recrutement d’angioblastes (précurseurs

endothéliaux circulants) et la cooption vasculaire (Figure 3) (Jain et al., 2007). Dans une



méme tumeur, ces mécanismes peuvent étre concomitants, ou impliqués sélectivement selon

le type de tumeur, ou le micro-environnement de 1’hdte (Auguste et al., 2005).

2.2.1 L’intussusception

L’intussusception est un processus qui implique la formation d’une colonne de tissu
interstitiel a I’intérieur de la lumiére d’un vaisseau préexistant, ce qui entraine la partition de
sa lumiere (Auguste ef al, 2005). Plus précisément, des CE opposées entrent en contact
(« kissing contact ») et une jonction interendothéliale se développe alors au point de contact.
Par la suite, la pression des cytoplasmes et I’amincissement de Jeurs membranes entrainent la
formation d’une lumiére supplémentaire. Normalement, les péricytes sont responsables du
« kissing contact », via leur activité contractile. Ce processus serait métaboliquement
avantageux et tres rapide, car il n’implique pas la prolifération de cellules endothéliales
comme lors de |’angiogenése par bourgeonnement (voir la section 2.2.4). 1l a été montré que
intussusception a été impliquée dans ’angiogenése tumorale, ce qui peut expliquer le

remodelage rapide de ’endothélium vasculaire (Patan, Munn et Jain, 1996).

2.2.2 Le recrutement d’angioblastes

Dans le processus d’embryogenese, I’hémangioblaste est un précurseur commun aux
cellules hématopoiétiques et aux lignées endothéliales. Cette cellule qui exprime le récepteur
du VEGF (VEGFR2 pour Vascular endothelial growth factor receptor 2) donne naissance a
une cellule progénitrice dédiée, I’angioblaste. Cette cellule peut a son tour se différencier en
CE mature (Rafii, 2000 ; Rilegg, 2002). Chez I’adulte, les angioblastes sont dérivés des
cellules progénitrices adultes multipotentes produites dans la moelle osseuse. Ces cellules
deviennent par la suite des cellules précurseures endothéliales circulantes (CEP). Les CEP
circulantes peuvent s’incorporer dans les sites d’angiogenese et contribuer a I’augmentation
de la néo-vascularisation, probablement par une différenciation in situ en des CE matures
(Riegg, 2002). Elles sont recrutées lors d’une stimulation causée par le VEGF, Ang-1
(angiopoiétine-1) et MMP-9 (métalloprotéinase-9) (Rafii et al., 2002). L’implantation de
tumeurs chez des souris a permis de constater que le recrutement des CEP pour former la

néo-vascularisation tumorale dépend du type de tumeur, étant maximale dans les lymphomes



(> 90%) et moindre dansles neuroblastomes (< 5%) (Davidoff et al, 2001 ; Rafii et al,,
2002).

223 La cooption vasculaire

Il est maintenant admis que les tumeurs se développant dans des tissus trés
vascularisés comme le cerveau et les poumons n’ont pas besoin de néo-vascularisation pour
assurer leur croissance. 1l existe cependant des évidences cliniques et expérimentales que
des tumeurs grandissent en utilisant des vaisseaux déja présents, condition dénommée
cooption vasculaire (Riiegg, 2002). Les mécanismes précis qui régissent |’interrelation entre
les vaisseaux préexistants qui subissent la cooption et I’angiogenese tumorale sont encore
mal compris, mais ils semblent impliquer des facteurs anti et proangiogéniques connus, tels
le VEGF et les Ang-1 et -2. Les récepteurs pour ces deux familles de facteurs de croissance

sont spécifiquement retrouvés sur I’endothélium vasculaire (Sato et al., 1995).

Holash et al. (1999) ont observé que certains types de tumeurs, comme les tumeurs
cérébrales, établissaient rapidement une cooption des vaisseaux de I’héte pour former une
masse tumorale initialement tres vascularisée (Holash et al., 1999). Les CE impliquées dans
la cooption synthétisent la Ang-2 et son récepteur Tie2. La liaison de Ang-2 induit entre
autres 1’apoptose des CE, ce qui mene a une réduction importante du nombre de vaisseaux et
a une augmentation du diamétre de ceux-ci. Conséquemment, le manque de vaisseaux
entraine un environnement hypoxique et la mort de nombreuses cellules tumorales. Par
contre, les cellules tumorales restantes augmentent leur expression de VEGF et il en résulte

une angiogenese importante en périphérie de la tumeur (Auguste et al., 2005).

2.2.4 L’angiogenése par bourgeonnement

L’angiogenése par bourgeonnement est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
a partir de vaisseaux préexistants (Diaz-Flores, Gutierrez et Varela, 1994). Ce processus
résulte d’une cascade d’évenements reliés a la propriété qu’ont les CE a former des
capillaires (Obrenovitch et Monsigny, 1986). 1l est contrdlé trés précisément par une balance

dynamique entre les facteurs positifs et négatifs de I’angiogenese (Naldini et Carraro, 2005).



Ainsi, dans les tissus normaux, la quiescence vasculaire est maintenue par la dominance des

inhibiteurs angiogéniques endogénes par rapport aux activateurs (Figure 4).

Deux phases peuvent étre distinguées dans le processus d’angiogenese par
bourgeonnement, soit la phase morphogénique, qui requiert la prolifération et la migration
des CE, suivie de la phase de maturation, caractérisée par la reconstitution de la MEC et le
recrutement des péricytes autour des vaisseaux nouvellement formés (Feige et Bailly, 2000).
Plus précisément, le processus implique d’abord la dégradation protéolytique de la
membrane basale et la MEC en périphérie des vaisseaux sanguins, suivie par la migration
des CE sur une matrice provisoire (faite de protéines plasmatiques telles que le fibrinogene
et la fibrine) dans la direction du chimioattractant. Les CE proliféerent et développent
éventuellement des jonctions intercellulaires et forment des vaisseaux continus créant ainsi
une lumiere. Une membrane basale vasculaire est alors reconstituée et les péricytes sont
recrutés pour compléter la maturation des vaisseaux sanguins nouvellement formés

(Rundhaug, 2005).

2.3 La matrice extracellulaire

La prolifération et la migration des CE dans |’espace périvasculaire requierent
’adhésion de celles-ci a la MEC (Wang, Anderson et Gladson, 2005). En effet, cette
derniére, ainsi que les composants de la membrane basale, peuvent transduire des signaux
pro et antiangiogéniques, et ce, en se liant aux intégrines situées sur les membranes
plasmiques des CE. A titre d’exemple, les fibres intactes de collagéne de type IV,
composant spécifiquement la lame basale, une composante de la membrane basale, lient les
intégrines alPl et a2B1 exprimées sur les CE et induisent leur prolifération et leur
migration. Au contraire, le collagéne de type IV dégradé ne peut lier ces intégrines, mais lie
plutdt I’intégrine av33, et inhibe ainsi la migration et la prolifération. Ainsi, I’état physique
de la MEC influence directement les CE.  De plus, la MEC agit aussi comme un
compartiment d’entreposage pour des facteurs proangiogéniques comme le VEGF, bFGF
(basic fibroblast growth factor) et le TGF1 (transforming growth factor 1). Ceux-ci sont
relachés suite a la dégradation de la MEC (Kalluri, 2003).



Puisque, I’angiogenese implique la migration et ’invasion des CE dans les tissus et
le stroma environnant, les protéases comme les métalloprotéinases de la matrice (MMP) sont
d’une importance particuliere. En effet, il est maintenant bien établi que le réle de ces
enzymes va au-dela de la simple dégradation de la MEC pour faciliter ’invasion des CE. En
effet, plusieurs MMP sont aussi nécessaires pour relarguer les facteurs proangiogéniques
séquestrés dans la MEC, pour la maturation de facteurs de croissance et des récepteurs
(incluant les intégrines et les récepteurs d’adhésion), ainsi que pour générer certains
composés antiangiogéniques endogénes, tels que I’arrestine et I’endostatine, des fragments

de collagéne obtenus suite a sa protéolyse (Rundhaug, 2005).

3 Les métalloprotéinases matricielles

3.1 Généralités

De fagon générale, la MEC et la membrane basale peuvent étre dégradées par quatre
classes d’enzymes protéolytiques, soit les protéinases a cystéine, a aspartate, a sérine et les
métalloprotéinases (Johansson, Ahonen et Kahari, 2000). La dégradation bien synchronisée
de la MEC est un processus important dans le développement, la morphogénese, la
réparation et le remodelage tissulaire (Nagase, Visse et Murphy, 2006). Ce processus est
régulé précisément sous des conditions physiologiques normales, mais lors d’un
déréglement, il peut mener a un état pathologique comme I’arthrite, I’encéphalomyélite, les
ulcéres chroniques, les fibroses et le cancer (Nagase, Visse et Murphy, 2006). Plusieurs
protéinases sont impliquées dans la dégradation de la MEC, mais il est considéré que les

principales sont les MMP, aussi appelées matrixines (Nagase, Visse et Murphy, 2006).

32 Les métalloprotéinases

Les MMP sont des endopeptidases dépendantes du zinc connues pour leur capacité a
cliver un ou plusieurs constituants de la MEC. Chez I’humain, elles constituent une famille
de 23 endoprotéases qui peuvent étre classées en quatre sous-groupes, soit les collagénases,

stromélysines, gélatinases et les MMP de type membranaire (MT-MMP), qui partagent une
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structure et des éléments fonctionnels communs (Nagase, Visse et Murphy, 2006). Bien que
la distribution tissulaire des protéinases puisse varier grandement, la plupart des cellules
synthétisent et sécretent des MMP dans la MEC. L’expression des MMP est généralement
faible dans les tissus et est induite lorsque le remodelage de la MEC est requis (Van den

Steen et al., 2002).

3.2.1 Structures des MMP

Bien que les membres de la famille de MMP soient issus de 24 génes différents
(incluant le géne dupliqué de MMP-23) (Nagase, Visse et Murphy, 2006), leur séquence
d’acides aminés, ainsi que leur domaine fonctionnel sont grandement conservés (30 a 50%)
(Massova et al., 1998). La structure primaire des MMP comprend un peptide signal
d’environ 20 acides aminés, qui sera clivé lors de la sécrétion ou I’insertion a la membrane,
un propeptide contenant une cystéine qui permet de maintenir la proenzyme sous une forme
latente, un domaine catalytique qui contient un site de liaison au Zn®", une région
« charniere » qui lie le domaine catalytique au domaine hémopexine (Figure 5). C’est sous
la forme de proenzyme que les MMP sont généralement sécrétées (Johansson, Ahonen et
Kahari, 2000 ; Massova et al., 1998 ; Pavlaki et al., 2002), et la quantité de protéines actives
dépend de trois niveaux de régulation qui seront discutés dans les sections suivantes, soit la

transcription, I’activation et ’inhibition de I’enzyme.

3.2.2 Transcription des MMP

La transcription des MMP peut étre influencée par des signaux exogenes tels que les
cytokines, les facteurs de croissance, les hormones stéroidiennes ou suite a des contacts
altérés intercellulaires ou entre les cellules et la matrice (Kahari et Saarialho-Kere, 1997 ;
Nagase, Visse et Murphy, 2006), mais aussi par des oncogénes et des esters de phorbol
(Mancini et Di Battista, 2006). Le PMA est largement utilisé comme promoteur de tumeur
dans les recherches sur le cancer. 1l s’agit d’un analogue du diacylglycérole et est un ligand

de grande affinité envers la protéine kinase C (Shin et al., 2007).
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Le promoteur des MMP inductibles contient un élément cis AP-1 conservé entre la
position -65 et -79 par rapport au site d’initiation de la transcription et un ou plusieurs
éléments cis du PEA3 (polymavirus enhancer A binding-protein-3). La séquence AP-1 est
un site de liaison pour les facteurs de transcription des familles Fos et Jun, alors que
I’¢élément PEA3 est lié par les facteurs de transcription de la famille des ETS. Ces derniers
cooperent avec les éléments AP-1 pour une activation maximale des promoteurs des MMP.
L’induction de I’expression de ¢-Jun et c-Fos est médiée par trois classes distinctes de MAP
kinases, soit la voie de ERK (extracellular signal-regulated kinase), de SAPK/INKs (stress-
activated protein kinase/Jun N-terminal kinases) et p38 (Kahari et Saarialho-Kere, 1997).
Brievement, la voie de ERK est activée par des signaux mitogéniques et mene a 1’activation
de la transcription de c-fos, alors que les voies SAPK/INKs et p38 sont activées par des
cytokines (p. ex. TNF et IL-1) et certains stress cellulaires (p. ex. rayons UV) et ménent a
I’activation de la transcription de c-jum (Karin, Liu et Zandi, 1997). Ainsi, les niveaux
d’expression génique peuvent étre changés rapidement lorsque le remodelage de la MEC est

nécessaire (Klein et al., 2004).

3.2.3 Activation et inhibition des MMP

Comme il a déja été mentionné, les MMP sont sécrétées sous une forme latente
inactive (zymogene), et sont activées suite a un clivage protéolytique dans le milieu
extracellulaire. La forme latente est assurée par ce qui est couramment appelé la « cysteine
switch », puisqu’une cystéine conservée dans la séquence du propeptide établit une
interaction covalente avec le zinc catalytique (Johansson, Ahonen et Kahari, 2000 ; Klein ef
al,, 2004). L’activit¢ des MMP peut étre contrélée par deux principaux inhibiteurs
endogeénes, soit op-macroglobuline et les inhibiteurs de métalloprotéinases tissulaires
(TIMP). Ainsi, la balance entre les MMP et ces inhibiteurs est critique pour le remodelage
éventuel de la MEC dans un tissu (Nagase, Visse et Murphy, 2006). Chez "humain, ;-
macroglobuline est une glycoprotéine plasmatique de 725 kDa, composée de quatre sous-
unités identiques. Elle inhibe la majorité des protéinases en formant un complexe qui est
rapidement internalisé via une endocytose dépendante des récepteurs LRP (low density

lipoprotein receptor-related protein-1) (Nagase, Visse et Murphy, 2006). Pour sa part, la
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famille des TIMP est constituée de quatre membres (TIMP-1, -2, -3 et -4) d’un poids
moléculaire de ~ 22-28 kDa. Ceux-ci possédent deux sous-domaines, chacun contenant trois
ponts disulfures conservés. Le domaine N-terminal est considéré comme un domaine
indépendant responsable de 1’activité inhibitrice des MMP (Nagase, Visse et Murphy, 2006).
Le mécanisme d’inhibition des MMP par les TIMP a été élucidé par la structure cristalline
du complexe TIMP-MMP. Briévement, quatre résidus de 1’extrémité N-terminale (Cys1-Thr-
Cys-Val4) et les résidus Glu67-Ser-Val-Cys70, qui sont liés par un pont disulfure, forment
une structure qui peut s’incorporer dans le site actif des MMP. Le zinc catalytique est
chélaté par le groupe d’amines N-terminales et le groupement carbonyle du la Cysl, qui
expulse la molécule d’eau liée au zinc (Nagase, Visse et Murphy, 2006). Les TIMP-1, -2 et -
4 sont sécrétées sous la forme soluble, alors que TIMP-3 est séquestré a la membrane

plasmique (Chirco et al., 2006).

33 La MMP-9

3.3.1 Caractéristiques

Comme il a été mentionné précédemment, les MMP, de par leur capacité a dégrader
la MEC, sont importantes pour les processus d’angiogenése, de croissance tumorale et de
métastase. En particulier, les MMP-2 et MMP-9 sont des joueurs clés, puisqu’elles seules
peuvent hydrolyser le collagéne de type IV natif, le principal composant des membranes

basales (Genersch et al., 2000).

La MMP-9, ou gélatinase B, est une protéase de 92 kDa fortement glycosylée,
sécrétée dans le milieu extracellulaire par un grand nombre de types ccllulaires. Cette
enzyme a la capacité d’hydrolyser plus d’un composant de la MEC, tels la gélatine
(collagéne dénaturé), le collagéne (type 1, IV, V, VII et X), I’élastine et des glycoprotéines
comme la laminine et fibronectine (Van den Steen et al., 2002). Au-deld des composantes
de la MEC, la MMP-9 peut hydrolyser plusieurs protéines fonctionnelles, comme les
inhibiteurs de sérine protéase (ol -antitrypsine et ol -antichymotrisine), le récepteur a 1IL2-a,
le facteur de croissance transformant-B (TGF-$3), le profacteur de nécrose tumorale-o

(proTNE-a) et certaines chimiokines (Van den Steen et a/., 2002). La régulation de ’activité
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de la MMP-9 s’effectue également au niveau de la transcription de son gene, de |’activation
et de I’inhibition. Des études récentes montrent néanmoins que la stabilisation de I’ARNm,
ainsi que I’internalisation de MMP-9 par des récepteurs de la famille des LDL (low-density
lipoprotein) sont fort probablement les mécanismes les plus importants dans la régulation de

MMP-9.

3.3.2 Transcription de MMP-9

La séquence promotrice du geéne humain de MMP-9 ressemble davantage au
promoteur des collagénases interstitielles et de la stromélysine-1 qu’au promoteur de la
MMP-2. Ainsi, bien que ces enzymes aient une spécificité de substrat relativement similaire,
la régulation génique de ces deux gélatinases est plutdt différente (Figure 6) (Huhtala et al.,
1991). Plusieurs régions en cis semblent agir en synergie afin de contréler la transcription
basale et induite du gene de MMP-9. Briévement, le promoteur contient au moins quatre
¢léments de réponse TRE/AP-1 (pour 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA)-
responsive elements/activator protein-1), qui peuvent potentiellement étre des sites de liaison
pour les membres de la famille de facteurs de transcription c-Fos et c-Jun. Ainsi, 1’élément
AP-1, a -79 pb, semble étre nécessaire, mais non suffisant, pour I’induction de la
transcription en réponse a des esters de phorbol, et des cytokines (Sato et al., 2002). Cet
élément coopérerait avec des éléments Spl et NF-xB, en position -563 et -600
respectivement.  [’élément NF-kB, en plus d’étre absolument nécessaire pour une
surexpression du géne induite par le TNF-o, régule la réponse a IL-1B, Bel-2, au virus
d’immunodéficience humaine (HIV)-1-Tat, au suppresseur de métastase KiSS-1, ou a une
combinaison synergique des cytokines et facteurs de croissance (Van den Steen et al., 2002).
Selon le type cellulaire, la MMP-9 peut étre induite par plusieurs facteurs comme le EGF,
PDGF, bFGF, TGF-a, TNF-a, IL-1a, 1L-1B, IFN-a, IFN-y et le TGF-B, en plus des

carcinogenes tels les esters de phorbol.
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3.3.3 La stabilisation de PTARNm de MMP-9

Le temps de demi-vie de ’ARNm de MMP-9 est un indice reflétant le niveau de
régulation post-transcriptionnel, et qui a des répercussions sur la quantité de protéine
synthétisée. Des études récentes montrent que la protéine HuR peut lier le transcrit de
MMP-9 et assurer sa stabilisation. HuR fait partie de la famille de protéine ELAV
(embrionic lethal adnormal vision-like), qui est constituée de quatre membres connus, soit
HuD, HuC, Hel-N1 et HuR. Les trois premiers sont exprimés sélectivement dans les
neurones (Hel-N1 est aussi retrouvé dans les gonades), alors que HuR est une protéine
ubiquitaire. Les protéines Hu contiennent trois domaines conservés de liaison a I’ARN
faisant partie de la superfamille des RRM (RNA recognition motif, aussi appelés RBD).
RRM 1 et 2 sont responsables de la liaison aux AREs (adenosine and uridine-rich elements)
localisés dans la région 3’ non-transcrite (UTR) des ARNm, alors que RRM3 lie la queue de
poly(A) de cet ARNm. Ces interactions simultanées seraient essentielles pour la stabilisation
du transcrit par HuR (Fan et Steitz, 1998). Les cibles connues de HuR sont les ARNm de c-
Fos, c-myc, cycline A, cycline B1, NOS 1I, VEGEF et MMP-9 (Annabi ef al., 2007 ; Barreau,
Paillard et Osbome, 2005 ; Levy, 1998). De fagon prédominante, HuR est localisé dans le
noyau, ou il lie d’abord ’ARNm au niveau des AREs, accompagne ce dernier jusqu’au
cytosol et retourne ensuite au noyau apres s’étre dissocié du brin d’ARN (Fan et Steitz,
1998).

3.3.4 L’activation de MMP-9

Comme les autres MMP, la MMP-9 est sécrétée sous la forme de proenzyme qui
peut étre activée par la cysteine switch, ¢’est-a-dire, le clivage de son propeptide. Bien que
plusieurs protéases puissent activer I’enzyme, les MMP peuvent également s’activer entre-
elles et déclencher ainsi une cascade d’activation (Figure 7). Les activateurs directs de la
MMP-9 sont la matrilysine-1 (MMP-7), la matrilysine-2 (MMP-26), la collagénase de
fibroblaste (MMP-1), la collagénase-3 (MMP-13), la stromélysine-1 (MMP-3), la
stromélysine-2 (MMP-10) et la gélatinase A (MMP-2) (Forget, Desrosiers et Beliveau, 1999
; Van den Steen et al, 2002). Ainsi, le degré d’activité enzymatique de la MMP-9 est

directement proportionnel au ratio des concentrations des inhibiteurs (TIMP) et des
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activateurs (les autres MMP). Il est a noter que la liaison de la proMMP-9 & son substrat, en
’occurrence la gélatine ou le collagéne de type IV, lui confére une activité enzymatique sans

qu’il y ait clivage du propeptide (Bannikov et al., 2002).

Parmi les protéases capables de déclencher le réseau d’activation des MMP, deux
familles sont d’une importance particuliere: le systéme d’activateur du
plasminogene/plasmine et les MT-MMP (Forget, Desrosiers et Beliveau, 1999).
Brievement, le plasminogéne peut étre converti en plasmine par |’activateur du
plasminogene tissulaire (tPA) ou par ’'urokinase (Jadhav, 2004 #73). La plasmine peut alors
activer d’autres MMP et la cascade d’activation qui s’en suit, se termine par 1’activation de
la MMP-9. Pour leur part, les MT-MMP peuvent activer des MMP telles que la MMP-2 et la
MMP-13, qui activent a leur tour la MMP-9 (Van den Steen et al., 2002).

3.3.5 L’inhibition de MMP-9

L’activité de la MMP-9 extracellulaire peut étre modulée par son inhibition
fonctionnelle ou sa dégradation. Mis a part les inhibiteurs plasmatiques tels que o2-
macroglobuline, I’enzyme peut étre inhibée localement par la famille des TIMP.  TIMP-1
posseéde une grande affinité pour MMP-9, alors que I’affinité de TIMP-2 et -3 pour la MMP-
9 est plus faible (Van den Steen et al., 2002).

L’endocytose médiée par les récepteurs est un mécanisme fondamental qui régule le
niveau extracellulaire de plusieurs ligands. Les récepteurs LRP (LDL receptor-related
protein) (Revue par Herz et Strickland, 2001) sont structurellement semblables aux autres
membres de la famille des récepteurs LDL. Les récepteurs sont sous Ja forme
d’hétérodimeres, comprenant une chaine lourde responsable de la liaison du ligand, associée
de fagon non-covalente 4 une chaine légére qui permet I’ancrage  la membrane. A ce jour,
les récepteurs comptent plus de 30 partenaires biologiques, incluant des constituants de la
MEC (p. ex. les thrombospondines (TSP)-1 et -2 et la fibronectine), des protéases libres ou
complexées (p. ex. tPA et uPA) et les MMP, soit la MMP-2, -9 et -13 (Emonard et al., 2005).

I1 est a noter qu’une protéine de 39 kDa, copurifiée avec les LRP et nommée RAP (receptor-
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associated protein), sert de protéine chaperon et assure le bon repliement des récepteurs, tout
en évitant la liaison des récepteurs immatures avec des ligands intracellulaires (Emonard et

al., 2005).

Selon le type de MMP, ’endocytose peut impliquer d’abord une association avec un
partenaire soluble, i.e. TIMP-1 pour la MMP-9 ; suivi par une liaison directe au LRP. Il a
cependant été¢ démontré que TIMP-1 n’est pas requis pour I’internalisation de la MMP-9 via
les LRP. Ainsi, le récepteur cellulaire LRP peut lier spécifiquement et avec une grande
affinité la MMP-9 (et la proMMP-9) et contréler son niveau extracellulaire en induisant une
endocytose rapide, suivie d’une dégradation lysosomale (Emonard et al, 2005 ; Hahn-

Dantona et al., 2001).

34 Roles des MMP dans les pathologies

L’expression des MMP dans les tumeurs est contrélée de maniére paracrine par des
facteurs de croissance et des cytokines sécrétées par les cellules infiltrant la tumeur ainsi que
des cellules tumorales elles-mémes et les cellules stromales (Mandal et al., 2003). Les MMP
promeuvent l’initiation et soutiennent la croissance des tumeurs primaires et les foyers
meétastatiques, en activant a leur tour les facteurs de croissance, ou en relachant les molécules
mitogenes des protéines matricielles séquestrées dans la MEC autour de la tumeur (Mandal
et al., 2003). Par exemple, le relaichement du VEGF intégré dans la MEC par MMP-9
permettrait le recrutement des péricytes. Il s’agirait de la principale contribution des cellules
de I’héte dans la progression tumorale (Deryugina et Quigley, 2006). Ainsi, les facteurs de
croissance qui sont activés par les MMP induisent directement la prolifération des cellules
tumorales, ou indirectement, régulent le devenir des fibroblastes ou des CE qui supportent la
croissance tumorale (Mandal et al., 2003). D’un autre cdté, certains membres de la famille
des MMP, plus particulierement la MMP-3, -7, -9 et -12, peuvent limiter I’angiogenese dans
les aires péritumorales, en générant 1’angiostatine a partir du plasminogene (McQuibban et
al., 2000). En effet, le degré de vascularisation d’une tumeur est inversement proportionnel

a la syntheése de I’angiostatine produite par la MMP-9 (Chen et al., 2005). 1l semble que les
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stages précoces de la formation des tubules soient dépendants de la balance entre les

protéases actives et les inhibiteurs (Mandal et al., 2003)

Les MMP sont impliquées dans la dégradation de la membrane basale et de la MEC
au cours des stades précoces de la tumorogenese. Elles contribuent done a la formation d’un
micro-environnement qui promeut la croissance tumorale. Par contre, les MMP sont
également actives a des stades plus tardifs du développement cancéreux, puisqu’elles
contribuent aux métastases (Mandal et al, 2003). Il est maintenant bien connu que les
tumeurs malignes expriment un haut niveau de MMP (Mandal et al., 2003). En effet, il a été
démontré que l’activité des MMP est requise pour augmenter la mobilité des cellules
épithéliales et pour la croissance des cellules tumorales métastatiques (Mandal ef al., 2003).
L’augmentation de ’expression des membres de la famille des MMP correle avec le
remodelage de la MEC durant la tumorogenése et le phénotype malin. Une augmentation de
’expression de la MMP-9 a été rapportée chez des patients atteints de divers cancers, entre
autres les tumeurs cérébrales, le cancer de la vessie, divers cancers de la peau, le cancer des
poumons, du sein, et de la prostate. De plus, ’expression de la MMP-9 a été corrélée avec le
grade histologique des lymphomes malins et avec [’agressivité des cancers gastriques et des
gliomes pour ne nommer que ceux-cl. (Van den Steen et al, 2002). 1l faut noter que
I’expression de la MMP-9 n’est pas limitée aux cellules tumorales. En effet, son expression
est également retrouvée dans les cellules stromales environnantes et dans les cellules
inflammatoires originaires de [’héte. Plus précisément, une concentration importante de
MMP-9 est retrouvée a Iinterface tumeur-stroma, principalement dans les cellules stromales
les plus proches du front d’invasion. La concentration de I’enzyme diminue avec la distance,

par rapport a la tumeur (Deryugina et Quigley, 2006).

4 Approches thérapeutiques

4.1 Traitements classiques

Les types d’interventions qui sont présentement préconisées pour le traitement du

cancer sont la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Ces traitements ont pour but la
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rémission de la maladie, c’est-a-dire la régression de la tumeur cancéreuse, et idéalement sa

disparition clinique.

Les traitements contre le cancer peuvent &tre locaux, systémiques ou une
combinaison des deux. Les traitements locaux, tels que la radiothérapie et la chirurgie, sont
privilégiés lorsque la tumeur est bénigne et de petite taille (Gittoes, 2003 ; Kreutzer et
Fahlbusch, 2004). Briévement, la chirurgie consiste a éradiquer la tumeur primaire, ainsi
que les lésions présentes dans les ganglions lymphatiques a proximité. La radiothérapie
tente pour sa part de détruire les cellules cancéreuses en utilisant une source de rayonnement
(rayons X, rayons gamma, €lectrons et autres). Les rayonnements administrés a de fortes
doses sur les cellules dans la zone irradiée (saines et cancéreuses), endommagent I’ADN de
ces dernieres et empéchent ainsi leur développement et leur division (Sindelar et Kinsella,
2003) Ces deux types de traitements sont souvent utilisés conjointement. En effet,
I’irradiation précédant ou suivant la chirurgie permettrait de réduire la masse tumorale ou

diminuer les risques de récidive respectivement.

La chimiothérapie traite le cancer au moyen de médicaments qui visent a ralentir ou
méme a bloquer le développement des cellules cancéreuses pour ainsi empécher la
multiplication et les métastases. Puisque la chimiothérapie a des effets sur toutes les cellules
du corps, elle peut endommager les cellules saines et provoquer des effets secondaires
importants. Elle est donc employée dans le cas de tumeurs malignes et métastasées. La
chimiothérapie peut étre aussi combinée a la chirurgie et/ou a la radiothérapie. On parle alors
de chimiothérapie adjuvante. Les médicaments de chimiothérapie sont typiquement
cytotoxiques et peuvent étre subdivisés comme suit : 1) les agents alkylants et apparentés qui
forment des liaisons covalentes avec les nucléotides de I’ADN et inhibent ainsi la
réplication, 2) les agents antimétaboliques, qui bloquent ou détournent une ou plusieurs voies
de synthése de I’ADN, 3) les antibiotiques cytotoxiques, qui sont des produits d’origine
microbienne et qui inhibent la division cellulaire et 4) les agents qui affectent de fagon

spécifique la fonction du fuseau mitotique en liant la tubuline (Lechat, 2007).
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D’autres approches médicamenteuses plus récentes font maintenant partie de
’arsenal thérapeutique tel que les anticorps monoclonaux (p. ex. herceptine), les
modificateurs de la réponse immune (p. ex. interféron a2, IL-2), les inhibiteurs de [’activité
protéine tyrosine kinase (p. ex. imatinib), les vaccins antitumoraux, les inhibiteurs de
’angiogenese, la thérapie génique et/ou cellulaire (Lechat, 2007). Ces médicaments sont
souvent liés a la pharmacorésistance et causent plusieurs effets secondaires. Par contre, la
recherche effectuée au cours des dernieres années est parvenue a mettre en évidence qu’un
grand nombre de plantes et aliments faisant partie de notre quotidien alimentaire
constituaient des sources de molécules possédant la capacité d’interférer avec certains
processus impliqués dans le développement du cancer, d’une fagon analogue au mode

d’action de plusieurs médicaments synthétiques actuels (Béliveau et Gingras, 2005).

4.2 La putrathérapie

Les aliments comestibles sont composés de macronutriments (glucides, lipides,
protéines), micronutriments (vitamines, minéraux) et de molécules phytochimiques, qui sont
responsables de la couleur et des propriétés organoleptiques, c’est-a-dire affectant les
organes des sens. Plus précisément, les composés phytochimiques sont les molécules qui
permettent aux plantes de se défendre contre les infections et les microorganismes, les
insectes et autres prédateurs. Ces composés ont donc des fonctions antibactériennes,
antifongiques et insecticides chez les végétaux. D’un autre coté, des études épidémiologiques
internationales ont mis en évidence les effets protecteurs de composés phytochimiques, en
associant la consommation de certains fruits et [égumes avec une diminution du risque de

cancer (Béliveau et Gingras, 2005 ; Juge, Mithen et Traka, 2007).

Les molécules phytochimiques ont souvent la capacité d’interagir avec plusieurs des
cibles visées par les médicaments d’origine synthétique développés par I’industrie
pharmaceutique. La principale différence entre les molécules présentes dans les aliments et
les molécules synthétiques est ’absence de toxicité associée a la consommation de ces
molécules anticancéreuses. Ces molécules ont donc la capacité d’agir directement sur les

cellules cancéreuses, mais auraient également la possibilit¢ de stimuler le systéme
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immunitaire et d’inhiber les processus angiogéniques. La nutrathérapie peut donc étre
comparée a une chimiothérapie utilisant les molécules anticancéreuses d’origine alimentaire
pour prévenir et combattre le développement tumoral. Cette nouvelle approche ne constitue
cependant pas une thérapie alternative aux thérapies classiques, mais plutdt un outil

complémentaire (Béliveau et Gingras, 2005).

4.2.1 Le sulforaphane

Les plantes de la famille du chou appartiennent a une sous-famille de cruciferes,
connues en botanique sous I’appellation de Brassica. De tous les végétaux comestibles, les
légumes cruciferes sont probablement ceux qui contiennent la plus grande variété de
molécules phytochimiques aux propriétés anticancéreuses, dont les glucosynolates. La
molécule de glucosynolate est composée de deux parties, dont une chaine latérale
responsable de ses propriétés phytochimiques (Juge, Mithen et Traka, 2007). Le brocoli
(Brassica oleracea italica) contient une grande concentration de glucoraphanine qui, suite a
une transformation mécanique (p. ex. la mastication) entre en contact avec la myrosinase,
une enzyme qui est responsable de I’hydrolyse de ce glucosinolate et générant ainsi le
sulforaphane (SFN), une puissante molécule anticancéreuse (Figure 8) (Gingras et al., 2004).
I1 est & noter que la cuisson peut dénaturer la myrosinase, mais les glucosinolates ingérés
peuvent tout de méme étre convertis en SFN par ["activité thioglucosidase microbienne du

colon (Juge, Mithen et Traka, 2007).

11 a été¢ démontré que le SFN (1-isothiocyanato-4-(methylsulfinyl)-burane) possede
des propriétés chimioprotectrices impliquant plusieurs mécanismes pouvant interagir et
réduire les risques de carcinogenése. Ces mécanismes incluent 1) I’inhibition des enzymes
de phase 1 du cytochrome P450, 2) I’induction des enzymes métaboliques de phase Ii, 3)
’induction de I’apoptose, 4) I’arrét du cycle cellulaire, 5) des propriétés anti-inflammatoires

et 6) une inhibition de I’angiogenese (Juge, Mithen et Traka, 2007).

Virtuellement, tous les carcinogénes provenant de la diete ou de 1’environnement

sont sujets a des processus enzymatiques qui ont lieu principalement via I’oxydation, mais
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aussi la réduction et I’hydrolyse. Ces évenements physiologiques sont appelés métabolisme
de phase I et sont principalement catalysés par les enzymes du cytochrome P450 (Juge,
Mithen et Traka, 2007). En inhibant les enzymes de phase I, le SFN peut donc réduire les

dommages a I’ADN causés par la liaison de ces carcinogenes (Asakage et al., 2006).

Classiquement, les enzymes de phase Il sont caractérisées par leur capacité a
convertir les carcinogénes en métabolites pouvant étre excrétés du corps, pour ainsi prévenir
leur réaction avec I’ADN (Juge, Mithen et Traka, 2007). Le SFN induit donc une série de
protéines, telles que la glutathione transférase et la quinone réductase, capable de catalyser
une grande variété de réactions qui conférent une cytoprotection contre la toxicité des
électrophiles et les especes réactives de 1’oxygéne (ROS) telles que le superoxyde, le
peroxyde d’hydrogene et le peroxinitrite. Plus précisément, les isothiocyanates induiraient
ces enzymes en stimulant la transcription de leur géne via un é€lément activateur anti-
oxidant/électrophile (Asakage et al, 2006). Un débalancement entre la production et
I’élimination des ROS est considéré comme étant impliqué dans une variété de processus

pathologiques.

L’induction de ’apoptose par le SFN a été documentée dans des cellules du colon
(Gamet-Payrastre ef al., 2000), de la prostate (Choi et al, 2007), des médulloblastomes
(Gingras et al., 2004) et des cellules mammaires de souris (Jackson et Singletary, 2004). 11 a
été montré que le SFN peut activer la voie apoptotique mitochondriale, qui implique le
relachement du cytochrome c, qui lie alors Apaf-1 (apoptosis protease activation factor-1) et
mene a I’activation de la caspase initiatrice, la caspase-9 (Juge, Mithen et Traka, 2007). 1l
semble que le’SFN puisse aussi induire I’apoptose via D'activation des voies des MAP
kinases, mais ses effets semblent varier selon la lignée cellulaire (Cobb et Goldsmith, 1995).
De plus, certains groupes de recherche voient une implication de p53 (Fimognari ef al.,
2002) et du stress du réticulum endoplasmique (Karmakar et a/, 2006) dans |’apoptose
induite par le SFN. En plus de ’activation des voies apoptotiques dépendantes des caspases,
il a été montré que le SFN pouvait également induire cette mort cellulaire par une voie

indépendante de celles-ci (Asakage ef al., 2006).
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Concernant le cycle cellulaire, il est connu que la progression au travers des quatre
phases est régulée par des kinases cycline-dépendante (CDK), des cyclines et leurs
inhibiteurs, protéines que peut réguler le SFN (Juge, Mithen et Traka, 2007). L’arrét du
cycle par le SFN pourrait aussi impliquer la désorganisation des microtubules, via
’inhibition de la tubuline polymérase (Jackson et Singletary, 2004), ce qui interfére avec la
mitose. De plus, le SFN a été impliqué récemment dans la modification de 1’acétylation des
histones, processus qui contréle 1’expression de geénes via I’altération structurale de la

chromatine (Myzak et al., 2004).

Bien que l’inflammation chronique et la carcinogenése soient des mécanismes
possiblement liés, trés peu d’informations concernant les effets anti-inflammatoires du SEN
sont disponibles. 1l semble que ce dernier puisse diminuer le niveau de transcription de
INOS et COX2 activé par les lipopolysaccharides (LPS) et la sécrétion de TNF-a par les
macrophages (Heiss et al., 2001). De plus, il pourrait inactiver directement la sous-unité du
facteur de transcription NF-xB en liant un résidu cystéine, ou indirectement en interagissant
avec le GSH et d’autres régulateurs redox (Trx et Ref-1) qui sont importants pour les
fonctions de NF-kB (Heiss et al., 2001). C’est donc dire que I’action anti-inflammatoire et
anticarcinogénique du SFN ne passe pas seulement par la modulation de la biotransformation
des enzymes, mais aussi par la régulation de génes impliqués dans les voies inflammatoires

(Juge, Mithen et Traka, 2007).

Finalement, il a été montré que le SFN pouvait inhiber 1’expression de ’ARNm du
VEGEF et deux facteurs de transcription angiogéniques, soit c-Myc et HIF-1a (Bertl, Bartsch
et Gerhauser, 2006). D’un autre cété, il peut affecter I’intégrité de la membrane basale en
inhibant la transcription de MMP-2 et de son inhibiteur TIMP-2 (Bertl, Bartsch et Gerhauser,
2006). De plus, I’inhibition de I’angiogenese pourrait passer par la suppression de la

prolifération des CE (Jackson, Singletary et Venema, 2007).

Le SFN peut donc interférer avec plusieurs voies de signalisation cellulaire, incluant
Pinhibition des enzymes activées par les carcinogénes, I’induction des enzymes de

détoxification des carcinogénes, I’augmentation de ’apoptose, 1’arrét de la progression du
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cycle cellulaire, I’inhibition de I’inflammation et de 1’angiogenése, ainsi que d’autres
mécanismes qui ne sont pas encore tres bien décrits. Ces mécanismes démontrent la
remarquable capacité du SFN a agir a différentes étapes de la carcinogenése, soit I’initiation,
la promotion et la progression, ainsi qu’au niveau des étapes finales, i.e. I’angiogenese et les

métastases (Juge, Mithen et Traka, 2007).
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Figure 1. Les six signatures du cancer.

Caractéristiques fonctionnelles acquises par la majorité des cellules cancéreuses. Adapté de
(Hanahan et Weinberg, 2000).



Tableau 1. Marqueurs de surface associés aux cellules souches de tumeurs solides
Adapté de (Lee et Herlyn, 2007)
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Type de tumeur

Marqueurs de surface

Références

Sein
Cerveau (gliome)
Os (sarcome)

Colorectal

Téte et cou
Foie
Poumon
Mélanome
Pancréas

Prostate

CD44", CD24™" Lignée
CD133"

Stro-1", CD105", CD44"

a: EpCAM"®/CD447/CD166"

b: CD133"

CD44°/BMI-1"

CD133"

Sca-1°, CD45, PECAM’, CD34"
CD20"

CD44", CD24", ESA”

CD44", c2B1™" CD133"

Al Hajj et al (2003)
Singh et al. (2004)
Gobbs et al. (2005)

a : Dalerba et al. (2007)

b : O’Brien et al. (2007);
Ricci-Vitiani et al. (2007)

Prince et al. (2007)
Ma et al. (2007)
Kim et al (2005)
Fang et al. (2005)
Liet al. (2007)

Collins et al (2005)
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A. Vaisseaux cerébraux normaux B. Vaisseaux cérebraux tumoraux

Figure 2. Différences structurelles entre I’endothélium vasculaire normal et tumoral.

A) Photomicrographie des vaisseaux sanguins cérébraux normaux de souris. L’endothélium
vasculaire est organis¢ de fagon optimale pour fournir des nutriments et de I’oxygene a
toutes les cellules. B) Photomicrographie des vaisseaux sanguins cérébraux d’une souris
immunodéficiente, ayant subit une xénogreffe de gliomes (cellules vertes). L’endothélium
vasculaire (vaisseaux en rouge et globules rouges en bleu) est désorganisé, il y a un manque
de ramifications et I’organisation est tortueuse, causant des régions hypoxiques. Adapté de
(Jain et al., 2007).
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Figure 3. Mécanismes de vascularisation tumorale.

A) L’angiogenese par bourgeonnement, B) Intussusception C) Recrutement des précurseurs
endothéliaux (CEP) circulants, D) La cooption vasculaire. Adapté de (Auguste et al., 2005)
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O Activateurs @ Inhibiteurs
VEGF-A Thrombospondine-1, -2

VEGF-B, -C Interféron o/3
FGF1 (aFGF) Angiostatine
FGF2 (bFGF) Endostatine

autres FGFs Collageéne IV (fragment)
etc. etc.

Figure 4. La balance angiogénique.

Exemple de molécules endogeénes activatrices et inhibitrices de I’angiogenése. La balance
nette détermine si le processus angiogénique aura lieu. Adapté de (Weinberg, 2007)
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Figure 5. Membres de la famille des MMP dans les
mammiféres.

Adapté de (Johansson, Ahonen et Kahari, 2000).
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Figure 6. Principaux éléments de régulation en cis des genes des gélatinases.

Bien que MMP-2 et MMP-9 soient des enzymes similaires au niveau protéique, la régulation
de leur transcription est complétement différente. Adapté de (Van den Steen et al., 2002)
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Figure 7. Cascade d’activation des MMP.

uPA protéolyse le plasminogéne en plasmine. La plasmine active en retour plusieurs
proMMP, initiant les cascades d’activation de différentes MMP, ce qui mene a la
dégradation et au remodelage de la MEC. Dans le Golgi, des enzymes clivent le prodomaine
et activent MT-MMP. (-, inhibition). Adapté de (Forget, Desrosiers et Beliveau, 1999)
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Figure 8. Production du sulforaphane.

Les glucosinolates, comme la glucoraphanine, sont séparés de la myrosinase dans les cellules
de la plante. Le bris mécanique des cellules par la mastication par exemple, met en contact
I’enzyme et son substrat, qui est alors transformé en sulforaphane. Le sulforaphane peut
ensuite étre absorbé par la circulation sanguine. Inspiré de (Béliveau et Gingras, 2005)



CHAPITRE IX

PRESENTATION DU PROJET

1 Mise en contexte

Le médulloblastome est la tumeur cérébrale pédiatrique la plus fréquente puisqu’elle
représente 21 % des tumeurs malignes du systeéme nerveux central de I’enfant (Hemmati ef
al., 2003). 1l s’agit d’un néoplasme agressif qui croit généralement dans le cervelet et qui

peut se propager le long de la colonne vertébrale et des méninges (ACS; www.cancer.org).

Malgré I’avancement des traitements de chirurgie, de radiation et de chimiothérapie, le taux
de survie aprés 5 ans varie entre 30 % et 70 % (Vibhakar et al, 2007). Les tumeurs
cérébrales sont connues pour étre composées d’une population tres hétérogéne de cellules.
Les cellules différent dans leur capacité de reformer une tumeur et de perpétuer la croissance
tumorale et la progression maligne. La majorité de ces cellules composant la masse tumorale
ont une capacité limitée de se diviser, mais une sous-population de cellules souches
cancéreuses, capable de proliférer extensivement et de former un nouveau foyer tumoral, a
¢été identifiée dans les médulloblastomes et les gliomes (Li ef al., 2006). Ces CSC, isolées de
tumeurs, forment des neurosphéres, lorsque cultivées in vitro, dans un milieu contenant des
facteurs de croissance spécifiques pour les cellules souches, et possédent la capacité

d’autorenouvellement (Yuan ef al., 2004).

Il est maintenant connu que les tumeurs cérébrales peuvent se développer sans que la
conversion angiogénique (angiogenic switch) ne se produise. En effet, durant les stades
précoces de leur développement, les cellules tumorales qui se développent dans des tissus
trés vascularisés comme le cerveau et les poumons peuvent migrer le long des vaisseaux
sanguins et les « parasiter » pour assurer leur apport en oxygene et nutriment. Par contre, la
régression des vaisseaux et la réduction de la perfusion qui s’ensuivent, causent un
environnement hypoxique qui induit la sécrétion de facteurs de croissance par les cellules
cancéreuses et le recrutement de nouveaux vaisseaux sanguins via |’angiogenése en

périphérie de la tumeur (Holash ef a/., 1999). Quoi qu’il en soit, il semble que les cellules
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endothéliales composant la masse tumorale aient, ou acquierent, un phénotype distinct de
leur pendant normal, phénotype qui peut étre maintenu méme en absence des cellules
tumorales (Bussolati et al,, 2003). Ainsi, il devient intéressant de cibler les cellules
endothéliales tumorales dans le traitement contre le cancer. Récemment, il a €té proposé que
certains composés phytochimiques naturels pouvaient augmenter ’efficacité des traitements
de radiothérapie conventionnels (McLaughlin et al., 2006). Les propriétés chimiopréventives
du sulforaphane, un de ces phytocomposés, sont probablement parmi les mieux caractérisées.
Il n’y a cependant pas de données disponibles quant aux effets du SEN sur les CE cérébrales

tumorales.

2 Projet de recherche

A la lumiére des concepts discutés dans notre introduction, les traitements contre le
cancer devraient cibler a la fois les cellules cancéreuses et le compartiment vasculaire
endothélial tumoral. Mon projet de recherche comprend donc deux volets :

1. Implication des métalloprotéinases MMP-9 et MT1-MMP dans [’acquisition du
phénotype invasif d’une lignée de médulloblastomes, les DAOY;

2. Effet du sulforaphane sur les cellules endothéliales cérébrales associées aux tumeurs.

Volet 1 : Expression de MMP-9 et de MT1-MMP lors de la formation de neurospheres

tumorales cérébrales

Basé¢ sur le fait que CD133 était un marqueur de surface des CSC et que son
expression génique est accrue dans les tissus tumoraux cérébraux, nous avons voulu savoir si
d’autres partenaires moléculaires pouvaient également contribuer au potentiel invasif des
médulloblastomes. Il a ét¢ démontré que les MMP pouvaient étre associées a I’invasion des
glioblastomes (Lakka et al., 2005) et des médulloblastomes (Ozen et al, 2004). En
particulier, I’expression de MMP-9 et de MT1-MMP augmente de plus de 75 % dans les
tissus envahis par les médulloblastomes (Ozen et al., 2004). Le premier volet de ’étude

portait donc sur I’implication spécifique de MMP-9 et MT1-MMP, dans le processus de



35

formation de structures comparables aux neurosphéres formées par les CSC CD133(+) a

partir d’une lignée de médulloblastomes, les DAOY.

Volet 2 : Impact du sulforaphane sur les fonctions de MMP-9, sécrétée par les cellules

endothéliales cérébrales

L’expression de MMP-9 est augmentée de fagon significative durant la progression
tumorale, le tout étant également associé a ’ouverture de la barriére hémato-encéphalique
(BHE) (Shigemori ef al., 2006). De plus, il a été démontré que MMP-9 joue un r6le clé dans
’organisation du réseau de CE, puisque la diminution de son expression inhibe la migration
des CE et réduit la formation de structures capillaires (Jadhav et al., 2004). Par contre,
parmi toutes les MMP, la sécrétion de MMP-9 par les CE cérébrales n’avait jamais été
étudic¢e et pourrait s’avérer importante dans [’angiogenése associée aux tumeurs cérébrales.
Le second volet de I’étude consistait donc a caractériser les effets du SEN sur les processus
de migration et tubulogenése d’une lignée de CE cérébrales. Les HBMEC (Human Brain
Microvascular Endothelial Cell) sont, a notre connaissance, le modele in vitro le plus proche
du phénotype particulier et des fonctions des CET. Afin de simuler les signaux de
différenciation que ces cellules peuvent subir dans un environnement tumoral, nous avons

traité les cellules avec le PMA, un puissant promoteur de tumeur.
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1 Tumor environment dictates medulloblastoma cancer stem cell expression and
invasive phenotype

Borhane Annabi', Shanti Rojas—Sutterlinz, Carl Laflamme', Marie-Paule Lachambre?,
Yannéve Rolland?, Hervé Sartelet’ and Richard Béliveau®*

'Laboratoire d’Oncologie Moléculaire, Département de Chimie, Université du Québec d
Montréal, Quebec, Canada, ‘Centre de Cancérologie Charles-Bruneau, Hopital Sainte-
Justine-UQAM, Quebec, Canada, “Department of Pathology, Hépital Sainte-Justine,
Quebec, Canada

The neural precursor surface marker CD133 is enriched in brain cancer stem cells
(CSC) and in radioresistant DAOY medulloblastoma-derived tumor cells [Blazek ER,
Foutch JL, Maki G. (2007) Int J Radiat Oncol Biol Phys. 67(1):1-5]. Given that membrane-
type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP) expression is a hallmark of highly invasive,
radioresistant and hypoxic brain tumor cells, we sought to determine whether MT1-MMP
and other MMPs could regulate the invasive phenotype of CD133(+) DAQY cells. We found
that when DAOY medulloblastoma or U87 glioblastoma cells were implanted in nude mice,
only those cells specifically implanted in the brain environment generated CD133(+) brain
tumors. VEGF and bFGF gene expression increases correlated with CD133 expression in
those tumors. When DAQY cultures were induced to generate in vitro neurosphere-like cells,
gene expression of CD133, MT1-MMP, MMP-9 and MDR-1 was induced and correlated
with an increase in neurospheres invasiveness. Specific siRNA gene silencing of either MT1-
MMP or MMP-9 reduced the capacity of the DAOY monolayers to generate neurospheres,
and concomitantly abrogated their invasive capacity. On the other hand, overexpression of
MTI1-MMP in DAOY triggered neurosphere-like formation which was further amplified
when cells were cultured in neurosphere media. Collectively, we show that both MT1-MMP
and MMP-9 contribute to the invasive phenotype during CDI133(+) neurosphere-like
formation in medulloblastoma cells. Increases in MMP-9 may contribute to the opening of
the blood-brain barrier while increased MT1-MMP would promote brain tumor infiltration.
Our study suggests that MMP-9 or MT1-MMP targeting may reduce the formation of brain
tumor stem cells.

Key words: Cancer stem cells, medulloblastoma, CD133, MT1-MMP, MMP-9, neurospheres

The abbreviations used are : Cancer stem cells, CSC; Matrix metalloproteinase, MMP;
membrane type-1 MMP, MT1-MMP; tissue factor, TF
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INTRODUCTION

Recently, a small population of cancer stem cells (CSC) in adult and pediatric brain
tumors has been identified (1, 2). These CSC, once isolated from tumor tissues, form
neurospheres when cultured in vitro and possess the capacity for cell renewal. Based upon
their high expression of the neural precursor cell surface marker CD133 (prominin-1), these
CSC have been further hypothesized to bear properties such as resistance to apoptosis and
resistance to drugs and to lonizing radiation (3, 4). Interestingly, among primary human
medulloblastoma and glioblastoma multiforme-derived cells, only those cells expressing
CD133 on their surfaces can initiate tumors in the brains of nonobese diabetic/severe
combined immunodeficient (NOD/SCID) mice (5). In fact, injection of as few as 100
CD133(+) cells produces a tumor that could be serially transplanted and that is a phenocopy
of the patient's original tumor, whereas injection of CD133(-) cells did not cause a tumor.
Such evidence highlights the fact that in brain tumors, and in other malignancies, the tumor
clone is functionally heterogeneous, however, existing in a cellular hierarchy based on small

subpopulations of stem cells (6).

Given that CD133 has been identified as a powerful CSC marker, and that its gene
expression is significantly higher in the recurrent brain tumor tissue, we examined whether
other molecular players may also contribute to the invasiveness potential of
medulloblastomas. Matrix metalloproteinases (MMP) have been shown to be associated with
glioblastoma (7, 8) and medulloblastoma cell invasiveness (9, 10). In particular, levels of
MMP-9 and membrane type-1 (MT1)-MMP expression were increased in >75% of
medulloblastoma tumor tissues (11). Whether the CD133(+)-CSC subpopulation of cells was
also targeted remains unknown. When MMP-9 gene expression was silenced in DAOY
medulloblastoma-derived cells, experimental in vivo tumor growth was inhibited in an
intracranial animal model (12). Moreover, in line with the CD133(+) tumor cell phenotype

that accounts for glioma stem cells radioresistance (13), expression of MTI-MMP
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expression was also increased in several cell line models that escaped radiation-induced
apoptosis (14, 15). Previous reports from our laboratory have documented the contribution of
MTI-MMP to the infiltrative and invasive phenotype of brain tumor-derived cells (16, 17),
and strategies which inhibit either MMP-9 or MT1-MMP activities and/or expression may,
furthermore, be envisioned to reduce tumorogenicity (17-19). Whether expression of MMP-9
or MTI-MMP affects the acquisition of an invasive phenotype during neurosphere-like

formation of CSC is currently unknown.

In this study, we sought to examine the effect of tumor tissue environment and the
contribution of CD133(+) brain tumor-derived CSC to tumor development in vivo. We also
investigated the in vitro expression of MMP-9 and MT1-MMP, two MMP which contribute
to blood-brain barrier opening and to the radioresistance phenotype of brain tumor cells, in

the neurosphere formation capacity of DAOY medulloblatoma cells.
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RESULTS

The tissue environment of cell implantation dictates the expression of CDI133(+)
brain tumor-derived stem cells. In an attempt to assess the contribution of CD133(+) CSC to
experimental brain tumor growth, monolayer cultures of DAOY medulloblastoma cells were
trypsinized and cell suspensions were implanted either subcutaneously or by stereotaxis
within the brain and left to develop for several weeks as described in the Methods section.
Histopathological analysis of intra-cerebrally implanted human DAOY medulloblastoma
cells shows well defined but not encapsulated large malignant proliferation composed of a
majority of small undifferentiated round cells found in normal mouse brain (Fig.1Al). At
high magnification, HPS staining shows that the tumor was highly cellular with numerous
mitoses (Fig.1A2), and presents an aggressive pattern with a limited area of necrosis
(Fig.1A3). The nuclei are often densely hyperchromatic associated with poor cytoplasm. No
fibrillar material and no rosette could be identified. Stromal elements are scant consisting of
small blood vessel. Moreover, some tumoral cells were found to exhibit membranous
expression of CD133 (Fig.1A4, arrows). While subcutaneous tumor growth was only
observed with implanted U87 glioblastoma cells, we found that U87 and DAOY cells
implanted within the cerebral environment readily developed into tumors. Intracerebral
growth of U87 tumors was routinely found to occur within the first 2-3 weeks, while
significant intra-cerebral growth of DAOY tumors only occurred after 9-11 weeks.
Homogenates were then generated from the individual tumors and CD133 immunodetection
was performed. We found that CD133 protein expression was only observed when U87 or
DAOY cells were implanted within the cerebral environment (Fig.1B). The origin of CD133
expression was further examined when homogenates from DAOY cell monolayers, control
brain hemisphere, and intra-cerebral DAOY-derived tumors were probed for CD133. We
found that DAOY cell monolayers expressed low basal CD133 (Fig.1C, in vitro) while
CD133 expression was enriched in the brain hemisphere in which DAOY cells had been
implanted (Fig.1C, in vivo). Quantitative PCR (qPCR) was also performed with the control
and DAOY-derived tumors and confirmed the angiogenic phenotype of DAOY-derived
tumors as VEGF and bFGF gene expression were significantly increased in those tumors
(Fig.1D).
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Increased CDI133, MDR-1, MTI-MMP, and MMP-9 expression characterize the
invasive phenotype of neurosphere-like DAOY cells. Neurosphere-like brain CSC are thought
to contribute to a sub-population of CD133(+) brain CSC (4). Neurosphere induction of
DAQY cells was performed according to established protocols (20-22) and this process
promoted the transition of adherent DAOY monolayer cells to neurosphere-like cells
(Fig.2A). Total RNA was isolated from monolayers and from neurosphere-like DAOY cells
and semi-quantitative RT-PCR performed. We found that gene expression of CD133, MDR-
I, HuR, MMP-9, and MT1-MMP all increased in neurosphere-like DAOY cells (Fig.2B).
While the increase in CDI133 cell surface expression was confirmed in cells cultured in
neurospheres by flow cytometry (not shown), the increases in MMP-9 and in MT1-MMP
were both confirmed when conditioned media were isolated from serum-starved monolayers
and from neurosphere-like DAOY cells and we observed a massive increase in extracellular
proMMP-9 gelatinolytic activity, as assessed by gelatin zymography (Fig.2C), from the latter
media. While the latent proMMP-2 extracellular levels remained unchanged between
monolayers and neurosphere-like cells, the active forms of MMP-2 were exclusively
produced in neurospheres, most likely due to an increased MT1-MMP activity (Fig.2C). Cell
migration was also assessed by seeding monolayers and neurosphere-like DAQOY cells on top
of modified Boyden chambers. We found that the invasive capacity of neurosphere-like
DAOY cells was significantly increased when compared to DAOY cells grown into

monolayers (Fig.2D).

MT1-MMP and MMP-9 contribute to the invasive phenotype and contribute to the
neurosphere-like formation process in DAOY cells. We next assessed the effects of MMP-9
and MT1-MMP activities in promoting neurosphere-like formation and invasion using RNA
interference technology. DAOY monolayer cells were transiently transfected with siRNA to
specifically downregulate either MMP-9 or MT1-MMP gene expression as described in the
Methods section. Transfection efficiencies were monitored either through the protein
expression of MMP-9 or through the MT1-MMP-mediated activation of proMMP-2 using
gelatin zymography. We found that basal levels of proMMP-9 in DAOY monolayers
(Fig.3A, monolayers) as well as the proMMP-9 induced in neurosphere-like DAOY cells
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(Fig.3A, neurospheres) were significantly decreased in siMMP-9-transfected cells when
compared to Mock-transfected cells. MT1-MMP was also efficiently silenced and this was
reflected by the complete inability of neurosphere-like DAOY cells to activate latent
proMMP-2 into its active MMP-2 form (Fig.3A, neurospheres). MT1-MMP pro- and active
forms protein expression is further shown to be efficiently and specifically diminished using
immunoblotting in siMT1-MMP-transfected cells but not in siMMP-9-transfected cells
(Fig.3B, exposition 30 sec). Moreover, the increased proMMP-2 activation observed in
neurospheres by zymography (Fig.3A), also correlates with MT1-MMP proteolytic
activation as seen by the appearance of the well documented 45kDa MTI1-MMP
immunoreactive inactive form (Fig.3B, exposition 2 min). GAPDH protein expression was
used as an internal loading control and remained unaffected throughout the conditions. When
neurosphere-like formation was monitored, we found a significant decrease in neurosphere-
like formation in cells whose MT1-MMP or MMP-9 had been silenced, as can be seen in
images recorded at two (10X vs 4X) different magnifications (Fig.3C). Cell migration was
also assessed with Mock-transfected cells as well as with DAOY monolayers and
neurosphere-like DAOY cells that were transfected with MT1-MMP and MMP-9 silencers
(Fig.3D). The induced migration observed in neurosphere-like DAQY cells was completely
abolished in those cells when either MT1-MMP or MMP-9 gene expression was silenced
(Fig.3D, neurospheres). No significant decreases were observed in siMTI-MMP or in

siIMMP-9 DAOY cells from monolayer cultures (Fig.3D, monolayers).

Overexpression of MTI-MMP triggers neurospheres-like DAQOY differentiation. We
further assessed the specific contribution of MT1-MMP toward the control of neurosphere-
like DAOY formation. We first transiently transfected DAOY monolayers with ¢cDNA
encoding a recombinant MT1-MMP protein fused to GFP (23). Transfection efficiency was
monitored using fluorescence microscopy and was confirmed by the expression of
fluorescent cells (Fig.4A). Moreover, recombinant MT1-MMP was also found to be active as
its expression led to proMMP-2 activation and to increase in proMMP-9 secretion as
assessed by gelatin zymography (Fig4B). Mock- and MTI-MMP-transfected DAOY
monolayers were then trypsinized and then cultured either in monolayer media or in

neurospheres media for 24 hours. Phase contrast pictures were taken in order to monitor for



44

neurosphere-like formation in each culture condition. We found that Mock-transfected cells
were, as expected, still able to adhere and grow as monolayers when cultured in monolayer
media, while they formed neurosphere-like cells when cultured under neurosphere media
(Fig.4C, phase contrast pictures). In contrast, when MT1-MMP-transfected DAOY
monolayer cells were seeded in monolayer media, we observed that very few GFP-positive
cells adhered to the culture dishes but rather formed neurosphere-like cells (Fig.4C, phase
contrast pictures). This was also evident through fluorescence visualisation. Recombinant
MT1-MMP overexpression was thus found to enhance neurosphere-like DAOY formation as

shown through phase contrast and fluorescent microscopy imaging (Fig.4C).
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DISCUSSION

Among brain tumors in children, the highly metastatic medulloblastomas represent
approximately 25% of all pediatric intracranial neoplasms (24). Although modern
neurosurgical and radiotherapy techniques combined with chemotherapy regimens result in
prolonged free survival rates, the long-term prognoses are poor and the quality of life of
these patients is generally poor (25). Recently, an isolated CD133(+) cell subpopulation from
human brain tumors was shown to exhibit stem cell properties (5) and is thought to play a
pivotal role in brain tumor initiation, growth and recurrence (5, 26). Consequently, a better
understanding of the potential contribution of brain tumor-derived CSC will help develop
new clinical approaches in order to improve the efficiency of current treatment. In the
present study, we identified and evaluated new biological and molecular features regulating
the invasive phenotype associated with the formation of neurosphere-like CDI133(+)
medulloblatoma-derived CSC. Using RNA interference technology, we provided evidence
for crucial roles for MMP-9 and for MT1-MMP, two major actors in cell invasion,
metastasis and resistance to radiation, in CD133(+) neurosphere-like formation in DAOY

medulloblastoma cells.

It is noteworthy that as few as 100 CD133(+) cells from a brain tumor fraction were
found to be capable of tumor initiation in NOD-SCID mouse brains (5). The use of an
intracerebral implantation model versus a flank implantation model in our current study,
further added to the stringency of our experiments proving that CD133 expression only
aroused from implanted brain tumor cells within a cerebral environment, possibly
attributable to increased angiogenesis as reflected by high VEGF and bFGF transcript levels.
Gene expression profiles of experimental brain tumors grown as s.c. flank xenografts,
intracerebral xenografts, and cells grown in vitro have been shown to be different suggesting
that the tissue environment dictates the experimental tumor phenotype (27, 28). Intracerebral
models can more closely mimic the actual environment of glioma- and medulloblastoma-
derived CD133(+) CSC growth (29). The demonstration that CD133(+) cells express

increased MDR-1 transcript levels (30, this study) also reveals issues important to drug
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delivery and to the BBB environment that can now be addressed in terms of chemoresistance

or angiogenic phenotype.

The CDI133(+) fraction among medulloblastomas, which initiated tumors upon
intracranial transplantation into the NOD-SCID mouse forebrain, also correlated closely with
an in vitro primary sphere formation assay that is used to quantify stem cell properties (6).
While brain tumor stem cell properties have recently been studied in non-adherent
neurospheres (31), expression of selected markers was found to vary between non-adherent
spheres and adherent monolayer cells, but no data was available as to MMP involvement in
neurosphere-like formation. The identification and demonstration, in our current study, that
MT1-MMP plays a role in medulloblastoma neurosphere-like formation provides support to
the need of designing new routes that use MT1-MMP as a therapeutic target. Indeed, based
on blocking its activity with inhibitors, antibodies, or RNAI, novel anticancer approaches
using inhibition of MT1-MMP activity have already been described (32). Work with MT1-
MMP shows that interference with its RNA expression decreases tumor cell migration and
invasion (33, 34). This approach has already been shown to be possible in endothelial cells
where interference of MT1-MMP RNA expression decreased the capacity to form capillary
tubes in the Matrigel system (35). Although speculative, it is tempting to suggest that
therapeutic use of interference RNA approaches could also target the MT1-MMP functions
involved in the formation of neurosphere-like CD133(+) brain CSC. Evidence provided from
our own study suggests that inhibiting MT1-MMP and MMP-9 gene expression significantly
impairs neurosphere-like formation and abrogates invasive properties (Fig.3). The potential

therapeutic use of interference RNA is currently being investigated (36-38).

It is still unclear whether CD133 expression plays a causative, contributing or
correlative role in the formation of the CSC population. Still, CD133-expressing CSC have
been implicated in a number of key processes, including tumor repopulation, resistance to
therapy, increased aggressiveness and angiogenesis (5, 13). Among the important
implications that arise from our study is the radioresistant phenotype ascribed to CD133-
expressing CSC. A recent study has, in fact, provided evidence that CDI133-expressing

glioma cells in vivo and in culture are relatively resistant to radiation (13). Moreover, DAOY



47

medulloblastoma cells that express CD133 were also shown to be radioresistant when
compared to CD133(-) cells (4). Given that MT1-MMP expression is also correlated with
brain tumor recurrence, increased invasiveness, and radioresistance (15), one can
hypothesize in light of our observations that MT1-MMP triggers CD133(+) neurosphere-like
formation in medulloblastoma cells, and that targeting of MTI1-MMP functions and/or
expression may alter the radioresistant and invasive phenotype of brain CSC. As such, the
expression of a major group of MT-MMP has recently been found elevated in gliomas (39),
from which CD133(+) CSC isolated from fresh brain tumor specimens were found to escape
the lethal damage of ionizing radiation (13). New possibilities for abrogating the tumor-
promoting function of MTI-MMP, other than the conventional protease inhibitor-based

approach, have recently been envisioned (32, 40, 41).

‘We have also identified increased levels of MMP-9 that correlated with neurosphere-
like formation and to MT1-MMP increased expression. Known functions for MMP-9 include
liberation of vascular endothelial growth factor (VEGF) during angiogenesis (42), and
disruption of the blood-brain barrier (BBB, 43, 44). More interesting are the less documented
functions of MMP-9 recently reported in the promotion of thrombosis through increased
tissue factor (TF) expression (45), the latter being thought to contribute to tumor
growth/regulating properties of CD133(+) CSC through increased TF-dependent
procoagulant activity (46). In fact, clinical and experimental evidence suggest that high
levels of TF are correlated with increasing cancer aggressiveness and procoagulant
tendencies (47). Furthermore, a crucial role of NF-kB in tumor stem cell biology has recently
been inferred where it regulates the expression of genes that are involved in essential
processes during the initiation and progression of various cancer types such as proliferation,
migration and apoptosis (48). Consistent with that observation, a correlation was found
between proMMP-9 expression and MTI-MMP-mediated activation of proMMP-2 in
specific conditions such as in 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-activated
HT1080 fibrosarcoma cells (49). This phenomenon is thought to be mediated through NF-kB
activation (50, 51), and the promoter region of the MT1-MMP contains NF-kB binding sites
(52).
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Finally, our study focused on the well established method of neurospheres cell
culture that enables to study the in vitro CSC phenotype. As such, successful isolation and
establishment of a novel, long-term, primary, neurosphere-like cell line from highly
aggressive anaplastic medulloblastoma was reported (53) and such model will help shed
light into MMP functions of CD133(+) CSC. Our study is thus among the first to provide an
in vitro model! for potential MMP involvement in CSC invasive phenotype. Direct evidence
for the role of these MMP will be obtained through the direct isolation and characterization
of CD133(+) CSC. In conclusion, involvement of MMP-9 and MT1-MMP in CD133(+)
neurosphere formation and in their acquisition of an invasive and/or resistance to therapy
phenotype could thus affect a provisional stem cell niche formation process that would, in
part, support the emerging tumor. MMP-9 and MT}-MMP targeting in CSC may constitute

promising new targets for anticancer therapies in destroying brain tumor stem cells.
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MATERIALS AND METHODS

Materials . Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were
purchased from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media was obtained from Life
Technologies (Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad
(Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham
Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were
from Pierce (Rockford, IL). The polyclonal antibody against CD133 and the monoclonal
antibody against GAPDH were purchased from Abcam (Cambridge, MA) and Advanced
Immunochemical Inc. (Long Beach, CA) respectively. The polyclonal antibody against
MT1-MMP (AB815) was from Chemicon (Temecula, CA). Horseradish peroxidase-
conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). All other reagents were from Sigma-

Aldrich Canada.

Cell culture and neurosphere-like formation: The human DAOY medulloblastoma
cell line was purchased from American Type Culture Collection and was maintained in
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) containing 10% (v/v) calf serum (CS)
(HyClone Laboratories, Logan, UT), 2 mM glutamine, 100 units/ml penicillin and 100
mg/ml streptomycin. Cells were incubated at 37°C, with 95% air and 5% CO,. Neurosphere-
like formation was triggered in a defined serum-free neural stem cell medium (54)
containing Ex Vivo 15 (LONZA, Walkersville, MD), 20 ng/ml fibroblast growth factor
(bFGF), 20 ng/ml of epidermal growth factor (EGF, Wisent, St-Bruno, QC), 20 ng/ml
leukemia inhibitory factor (LIF, SIGMA, Oakville, ON) and 1X neural survival factor-1
(NSF-1, LONZA, Walkersville, MD).

Intracranial tumor model: All animal experiments were evaluated and approved by
the Institutional Committee for Good Animal Practices (UQAM, QC). Intracerebral tumor
implantation was performed as previously described with some modifications (55).
Anesthetized 5- to 10-week-old Crl:CD-1"-nuBR female nude mice (Charles River, QC)

were placed in a stereotaxic frame; viable DAOY medulloblastoma (2 x 10%) or U-87
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glioblastoma cells (5 x 10%) in 5 uL of medium without serum were then implanted into the
right corpus striatum at a depth of 3.5 mm at a point 2.5 mm lateral to the midline and 1.5

mm anterior to the bregma.

Subcutaneous xenograft model: Tumor implantation was performed as described
previously (56). Briefly, DAOY medulloblastoma or U-87 glioblastoma cells were harvested
by trypsinization using a trypsin/EDTA solution. Cells were washed three times with
phosphate buffered saline that was free of both Ca** and Mg®*, and centrifuged. The resulting
pellet was resuspended in 1% methyl-cellulose in serum-free MEM at a concentration of
2.5x10° cells per 100 uL. Animals were anesthetized by Oy/isoflurane inhalation and tumors
were established by subcutaneous injection of 100 uLL from the cell suspension into the right

flank of female Crl:CD-1®-nuBR nude mice.

Histology and immunocytochemistry : Mouse brains were fixed in 10% buffered
formalin and paraffin-embedded. For routine histological examination, 3 pum-thick sections
were stained with hematoxylin-phloxin-saffron (HPS). Immunohistochemistry was
performed on paraffin-embedded sections using the biotin-streptavidin peroxidase LSAB kit
in conjunction with an automated DAKO immunostainer (DakoCytomation, CA, USA). An
antibody against CD133 (1/100, rabbit polyclonal, Abcam, Cambridge, MA) was applied.
First, for antigen retrieval, deparaffinized and rehydrated sections were treated using a
pressure cooker (citrate buffer, pH 6.0, 1:10, 30 minutes). Then the sections were mounted in
the DAKO autostainer, covered with H,O, for 5 minutes, followed by a 5-minute application
of Ultra V block (LabVision). The slides were then incubated for 60 minutes with the diluted
antibody at room temperature, followed by application of the labeled biotin-streptavidin
reagents according to the manufacturer’s instructions (LSAB+System HRP-Kit; DAKO).
DAB (DAKO) was used as a chromogen. A section of human fetal liver was used in the
same slide as a specific, positive control (57). Normal mouse or rabbit IgG at the same
concentration as the primary antibody served as negative controls. Slides were then
incubated with this solution instead of primary antibody. Tissues were analyzed and

photographed using a Zeiss Axioplan microscope.
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Total RNA isolation and semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) analysis : Total RNA was extracted from monolayers or neurosphere-like
DAOY cells using the TRIzol reagent (Life Technologies). One microgram of total RNA
was used for first strand cDNA synthesis followed by specific gene product amplification

with the One-Step RT-PCR Kit (Invitrogen, Burlington, ON). Primers for CD133 (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), MDR-1 (forward : 5’-
ATTCAACTATCCCACCCGACCG-3’, reverse : 5’-CCTTTGCTGCCCTCACAATCTC-3’,
MTI-MMP  (forward : S5 -ATTGATGCTGCTCTCTTCTGG-3’, reverse : 5'-
GTGAAGACTTCATCGCTGCC-3), HuR (forward : 5-

TCGCAGCTGTACCACTCGCCAG-3’, reverse : 5’- CCAAACATCTGCCAGAGGATC-
3’) and for MMP-9 (forward : 5-AAGATGCTGCTGTTCAGCGGG-3’, reverse @ 5'-
GTCCTCAGGGCACTGCAGGAT-3") were all derived from human sequences. PCR
conditions were optimized so that the gene products were examined at the exponential phase
of their amplification and the products were resolved on 1.8% agarose gels containing 1

ug/ml ethidium bromide.

cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA was extracted from
fresh tumor tissue or cell cultures as described above. For cDNA synthesis, ~1 g total RNA
was reverse-transcribed into cDNA using high capacity ¢cDNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). cDNA was stored at -80°C for PCR. Gene
expression was quantified by real-time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix
(BIO-RAD, Hercules, CA). DNA amplification was carried out using Icycler 1Q5 (BIO-
RAD, Hercules, CA) and product detection was performed by measuring the binding of the
fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. All the primer sets were provided
by QIAGEN (Valencia, CA). The relative quantities of target gene mRNA against an internal
control, 18S ribosomal RNA, were measured by following a ACy method. An amplification
plot that had been the plot of fluorescence signal vs. cycle number was drawn. The difference
(ACy) between the mean values in the triplicate samples of target gene and those of 18S
ribosomal RNA were calculated by 1Q5 Optical System Software version 2.0 (BIO-RAD,

Hercules, CA) and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2°°C.
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RNA interference : RNA interference experiments were performed using HiPerFect
(QIAGEN, Valencia, CA). A small interfering RNA (siRNA; 20 nM) against MT1-MMP
(siMT1-MMP) and mismatch siRNA were synthesized by EZBiolab Inc. (Westfield, IN),
and annealed to form duplexes. The sequence of the siMT1-MMP used in this study was
derived from the human MTI-MMP gene (NM _004995) and is as follows : 5°-
CCAGAAGCUGAAGGUAGAAATAT-3’ (sense) and 5’-
UUCUACCUUCAGCUUCUGGATJT-3" (antisense) (58). A small interfering RNA against
human MMP-9 (siMMP-9, GenBank™ accession number NM-004994) and mismatch
siRNA with no known homology to mammalian genes were synthesized (Qiagen, Valencia,
CA) against the following published target sequences for MMP-9: 5'-
AACATCACCTATTGGATCCAAACTAC-3', nucleotides 377 to 403. The sequence of the
siMMP-9 used in this study is as follows : 5-CAUCACCUAUUGGAUCCAAAdTAT-3'
(sense) and S5-UUGGAUCCAAUAGGUGAUGATAT-3' (anti-sense). Evaluation of the
transient knockdown duration was performed by real-time quantitative RT-PCR and the
targeted gene expression found to routinely be diminished by 65-90% 24 to 48 hrs post-

transfection (not shown).

Cell transfection method : Sub-confluent DAOY monolayer cells were transiently
transfected with 10 pg of the cDNA encoding the full length (Wt) MT1-MMP fused to GFP
(59) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON). Mock transfections of U87
cultures with pcDNA (3.1+) were used as controls. Transfected cells were left to recuperate
and were used 48 hrs post-transfection. The occurrence of MTI-MMP specific gene
expression and function was evaluated by semi-quantitative RT-PCR, immunoblotting
procedures, and validated by assessing MTI-MMP-mediated proMMP-2 activation by
gelatin zymography (Fig.3 and Fig.4).

Gelatin zymography @ Gelatin zymography was used to assess the proMMP-9,
proMMP-2, and MMP-2 extracellular levels. Briefly, an aliquot (20 pl) of the culture
medium was subjected to SDS-PAGE in a gel containing 0.1 mg/ml gelatin. The gels were
then incubated in 2.5% Triton X-100 and rinsed in nanopure distilled H,O. Gels were further
incubated at 37°C for 20 hrs in 20 mM NaCl, 5 mM CacCl,, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCl
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buffer, pH 7.6, then stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and destained in 10%
acetic acid, 30% methanol in H,O. Gelatinolytic activity was detected as unstained bands on

a blue background.

Immunoblotting procedures. Proteins from control and treated cells were separated
by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis (Annabi et al.). After electrophoresis, proteins
were electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for
| hr at room temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl,
20 mM Tris—HCI, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were further
washed in TBST and incubated with the primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST
containing 3% bovine serum albumin, followed by a | hr incubation with horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG (1/2,500 dilution) in TBST containing
5% non-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized by enhanced

chemiluminescence (Amersham Biosciences, Baie d’Urfée, QC).

Analysis of DAOY cell migration: DAOY cell migration was assessed using
modified Boyden chambers. The lower surfaces of Transwells (8-um pore size; Costar,
Acton, MA) were pre-coated with 1 mg/ml gelatin for 2 hours at 37°C. The Transwells were
then assembled in a 24-well plate (Fisher Scientific Ltd, Nepean, ON). The lower chamber
was filled with serum-free medium. Monolayer or neurospheres-like DAOY cells were
collected by trypsinization, washed and resuspended in serum-free medium at a
concentration of 5x10° cells/ml; 5x10” cells were then inoculated onto the upper side of each
modified Boyden chamber. The plates were placed at 37°C in 5% CO0,/95% air and
migration left to proceed for 16 hours. Cells that had migrated to the lower surfaces of the
filters were fixed with 10% formalin phosphate and stained with 0.1% crystal violet-20%
methanol (v/v). Images of at least five random fields per filter were digitized (100X
magnification). The average number of migrating cells per field was quantified using
Northern Eclipse software (Empix Imaging Inc., Mississauga, ON). Migration data are

expressed as a mean value derived from at least three independent experiments.
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Statistical data analysis . Data are representative of three or more independent
experiments. Statistical significance was assessed using Student’s unpaired #-test. Probability

values of less than 0.05 were considered significant, and an asterisk (*) identifies such

significance in each figure.
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Fig.1 : The tissue environment of cell implantation dictates the expression of CD133(+)
brain tumor-derived stem cells. Cultured DAOY monolayers were trypsinized and 10°
cells injected either sub-cutaneously (s.c.) or intra-cerebrally (i.c.) in nude mice. Tumors
were left to develop as described in the Methods section. (A1) Histopathological analysis of
paraffin sections (3 um) of i.c. implanted human DAOY medulloblastoma cells was
performed with hematoxylin-phloxin-saffron (HPS) staining and shows malignant
proliferation composed of a majority of small round cells (arrow) found in normal mouse
brain (asterisk, magnification 100x). (A2) At high magnification (400x) HPS staining shows
that tumor is highly cellular with numerous mitoses, and (A3) presents an aggressive pattern
with limited area of necrosis (magnification 200x). (A4) Some tumoral cells had a
membranous expression of CD133 (arrows). (B) Immunoblotting was used to assess CD133
protein expression in lysates (20 pg proteins) generated from subcutaneous and intracerebral
U87 glioblastoma- or DAOY medulloblastoma-implanted cells as described in the Methods
section. (C) Lysates (5 ug protein) from in vitro cultured DAOY cell monolayers,
controlateral healthy brain (Ctrl), and from i.c. implanted DAOY cells (Tumor) were
assessed for CD133 expression. GAPDH expression was used as an internal loading control.
(D) Relative gene expression levels of CD133, VEGF, and bFGF were assessed by
quantitative PCR (qPCR) using total RNA extracted from controlateral healthy brain (white
bars), or from intra-cerebral implanted DAOY tumors (black bars).
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Figure 2
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Fig.2 . Increased CD133, MDR-1, MT1-MMP, and MMP-9 expression characterize the
invasive phenotype of neurosphere-like DAOY cells. (A) Representative phase contrast
pictures of DAOY monolayers and neurosphere-like cells were taken after 48 hrs of culture.
(B) Total RNA was extracted from DAOY monolayers and neurosphere-like cells as
described in the Methods section. Semi-quantitative RT-PCR was performed and cDNA
amplicons for MMP-9, HuR, CD133, MDR-1, MT1-MMP, and GAPDH were revealed by
electrophoresis using agarose gels as described in the Methods section. (C) Conditioned
media from DAOY monolayers and neurosphere-like cells were assessed for their MMP-9
and MMP-2 secretion and activation levels as described in the Methods section. (D) DAOY
monolayers and neurosphere-like cells were trypsinized and seeded (5x10° cells) on gelatin-
coated filters in modified Boyden chambers. Migration was allowed to proceed for 16h at
37°C. Cells on filters were then fixed and stained; one out of five representative stainings for
each condition is shown. Values shown represent the means £SD of a representative
experiment where five random fields per filter were counted in each experiment for each
condition.
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Figure 3
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Fig.3: MT1-MMP and MMP-9 control the neurosphere-like formation process in
DAOY cells and contribute to their invasive phenotype. (A) Gene silencing using siRNA
was used to downregulate the expression of MT1-MMP and MMP-9 in DAOY cell
monolayers (upper panel) or DAOY neurospheres (lower panel) as described in the Methods
section. Conditioned media from each respective condition was harvested 48 hrs post-
transfection and the extent of either MT1-MMP or MMP-9 silencing assessed using gelatin
zymography. (B) MT1-MMP immunoblotting was performed with cell lysates isolated from
(A). Autoradiograms are shown at 30 sec vs 2 min exposition in order to appreciate MT1-
MMP downregulation (30 sec exposition), and the appearance of the 43-45 kDa inactive
immunoreactive MTI1-MMP that is generated during proMMP-2 activation (2 min
exposition). GAPDH was used as an internal loading control. (C) Phase contrast (10X and
4X magnification) microscopy enabled the visualisation of the decrease in neurospheres-like
formation in cells whose MT1-MMP or MMP-9 had been silenced. (D) Cell migration was
also assessed 48 hrs post-transfection in modified Boyden chambers as described in the
Methods section for control (white bars) monolayers and neurosphere-like DAOY cells, and
cells where MMP-9 (black bars) and MT1-MMP (grey bars) gene expression was silenced.
Values shown represent the means £SD of a representative experiment where five random
fields per filter were counted for each condition.
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Figure 4
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Fig.4: Overexpression of MT1-MMP triggers neurosphere-like DAOY differentiation.
(A) DAOY cell monolayers were transiently transfected with a plasmid encoding GFP-MT]I -
MMP as described in the Methods section. Representative pictures were taken in phase
contrast (upper panels) and fluorescence (bottom panels) in order to show transfection
efficacy. (B) Conditioned media of Mock and GFP-MTI-MMP-transfected cells were
assessed for proMMP-2 activation by the expression of the recombinant MT1-MMP protein
using gelatin zymography as described in the Methods section. (C) Mock or GFP-MT]I-
MMP-transfected cells were trypsinized and then seeded either in monolayers media or
neurosphere media. Representative pictures were then taken in phase contrast and
fluorescence in order to monitor the extent of MTI-MMP-mediated neurosphere-like
formation.
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Human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) play an essential role as
structural and functional components of the blood-brain barrier (BBB). While disruption of
the BBB by the brain tumor-secreted matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) favors tumor
invasion, the role and regulation of MMP-9 secretion by HBMEC themselves in response to
carcinogens or brain tumor-derived growth factors has received little attention. Our study
delineates a unique brain endothelial phenotype in that MMP-9 secretion is increased upon
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) treatment of HBMEC. Sulforaphane (SFN), an
1sothiocyanate present in broccoli which exhibits chemopreventive properties, selectively
inhibited the secretion of MMP-9 but not that of MMP-2. The decrease in MMP-9 gene
expression correlated with a decrease in the expression of the mRNA stabilizing factor HuR
protein triggered by SFN. PMA-induced HBMEC migration was also antagonized by SFN.
Silencing of the MMP-9 gene inhibited PMA-induced MMP-9 secretion, cell migration and
in vitro tubulogenesis on Matrigel. While SFN inhibited the chemoattractive abilities of brain
tumor-derived growth factors, it failed to inhibit PMA-induced tubulogenesis. Our data are
indicative of a selective role for SFN to inhibit MMP-9-activated, but not basal, HBMEC
migration and tubulogenesis which actions could add to SFN’s anti-tumor properties.

The abbreviations used are : BBB, blood-brain barrier; EC, endothelial cells; HBMEC,
Human brain microvascular EC; MMP-9, matrix metalloproteinase-9; PMA, phorbol 12-
myristate 13-acetate; SFN, sulforaphane; TNF, tumor necrosis factor

Key words : Brain endothelial cells, cooption, MMP-9, sulforaphane
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INTRODUCTION

Tumor angiogenesis was, considered, for many years, a vascularization process
solely explained by the ingrowth of new vessels into a tumor from preexisting vessels. With
time, tumor angiogenesis became a fast growing sub-domain in tumor biology research as
basic mechanisms were unraveled and many key players identified [1]. In recent years
additional mechanisms, including angioblast recruitment, cooption, vasculogenic mimicry
and mosaic vessels, have been recognized as contributing to tumor vascularization. These
different mechanisms may exist concomitantly in the same tumor or may be selectively
involved in a specific tumor type or host environment [2]. More recently it has also become
clear that tumors may use alternative means of obtaining a blood supply. Vessel cooption,
the use of pre-existing vessels, was described first in the brain, one of the most densely
vascularized organs in the body. Thus, brain tumors may develop without the need of an
angiogenic switch to occur. Obviously, this means of augmenting blood supply will not be
affected by angiogenesis inhibition. [3]. Glioblastoma multiforme is, for instance,
characterized by exuberant angiogenesis, but the pathologic mechanisms driving the
biological behavior of gliomas also involves cooption of native blood vessels [4]. TThe
cerebral endothelium may thus dictate the nature of the brain tumor vascularizing processes

and provide a specific environment for therapeutic targeting.

Although the inhibition of tumor angiogenesis is thought to be an efficient
therapeutic strategy for the treatment of malignant gliomas [5], the fact that glioma cells can
invade the brain diffusely over long distances without necessarily requiring angiogenesis
indicates the need for alternative/complementary therapeutic approaches. Furthermore,
because systemic anti-angiogenic therapy can also apparently increase the invasiveness of
gliomas in the orthotopic model, it was concluded that tumor cell invasion is tightly
assoclated with pre-existing blood vessels, confirming that increased cooption of the host
vasculature could, in fact, represent a compensatory mechanism that is selected for by

inhibiting adequate tumor vascularization [6]. These observations were further strengthened
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by histologic studies of growth suggesting that these tumors adapt to inhibition of
angiogenesis by increased infiltration and cooption of the host vasculature [7]. Targeting
tumor-associated endothelial cells (EC) as part of cancer treatments thus becomes an
appealing prospect. The expression of matrix metalloproteinases (MMPs), particularly
MMP-9, is significantly increased during tumor progression and is associated with the
opening of the BBB [8]. Adenoviral-mediated MMP-9 downregulation inhibited human
dermal microvascular EC migration in cell wounding and spheroid migration assays, and
reduced capillary-like tube formation, demonstrating the key role of MMP-9 in EC network
organization [9]. Furthermore, among all MMPs, MMP-9 secreted from brain EC has never
been investigated and may likely be of importance in brain tumor-associated angiogenesis
and become a therapeutic target. A role for MMP-9 in cooption mechanisms remains to be

investigated.

Recent reports have proposed that some naturally occurring phytochemicals can
function as sensitizers which could, for instance, augment the effectiveness of conventional
radiotherapy [10, 11]. Of these phytochemicals, isothiocyanates present in cruciferous
vegetables, and particularly sulforaphane (SFN) present in broccoli, are by far the most
extensively studied in order to uncover the mechanisms behind its chemopreventive
properties [12]. Evidence that SFN acts to inhibit angiogenesis via suppression of bovine
aortic endothelial cell proliferation was recently provided [13, 14]. However, no data are
available in the specific targeting of brain tumor-associated EC functions by SFN. Because
the HBMEC model used in this study, is to our knowledge, the closest in vitro surrogate
model available that can approximate brain tumor-derived EC phenotype and functions, the
goal of our study was to characterize the impact of SFN on the basal and MMP-9-activated
phenotype of HBMEC migration and tubulogenesis, with an emphasis on the anti-MMP-9

secretion properties that are attributed to SFN.
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MATERIALS AND METHODS

Materials. Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were
purchased from Sigma (Oakville, ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-
Rad (Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from
Amersham Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein assay
reagents were from Pierce (Rockford, IL). All other reagents were from Sigma-Aldrich

Canada.

Cell culture: Human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) were
characterized and generously provided by Dr Kwang Sik Kim from the John Hopkins
University School of Medicine (Baltimore, MD). These cells were positive for factor VIlI-
Rag, carbonic anhydrase IV and Ulex Europeus Agglutinin I; they took up fluorescently
labelled, acetylated low-density lipoprotein and expressed gamma glutamyl transpeptidase,
demonstrating their brain EC-specific phenotype [15]. HBMEC were immortalized by
transfection with simian virus 40 large T antigen and maintained their morphologic and
functional characteristics for at least 30 passages [16]. HBMEC were maintained in RPMI
1640 (Gibco, Burlington, ON) supplemented with 10% (v/v) inactive fetal bovine serum
(iFBS) (HyClone Laboratories, Logan, UT), 10% (v/v) NuSerum (BD Bioscience, Mountain
View, CA), modified Eagle’s medium nonessential amino acids (1%) and vitamins (1%)
(Gibco), sodium pyruvate (1 mM) and EC growth supplement (30 pg/ml). Culture flasks
were coated with 0.2% type-I collagen to support the growth of HBMEC monolayers. Cells
were cultured at 37P°°C under a humidified atmosphere containing 5% COB,z. All
experiments were performed using passages 3 to 28. The HT-1080 cell line was purchased
from American Type Culture Collection (Manassas, VI), maintained in Eagle's minimum
essential medium (MEM) containing 10% (v/v) calf serum (HyClone Laboratories), 2 mM
glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin, and cultured at 37°C under a

humidified atmosphere containing 5% COB,g.

RNA interference : RNA interference experiments were performed using

Lipofectamine 2000 according to theP "manufacturer's instructions.. A small interfering
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RNA against human MMP-9 (siMMP-9, GenBankP™" accessionP "number NM-004994)
and mismatch siRNA with no known homology to mammalian genes were synthesized
(Qiagen, Valencia, CA) against the followingP Ppublished target sequences for MMP-9: 5'-
AACATCACCTATTGGATCCAAACTAC-3'P ‘nucleotides 377 to 403 [17], and
respectively annealed to form duplexes. The sequence of the siMMP-9 used in this study is
as follows : Sense siRNA sequence was 5'-CAUCACCUAUUGGAUCCAAdTIT-3'P
FAntisense si-RNA was 5-UUGGAUCCAAUAGGUGAUGATAT-3". Knockdown of MMP-
9 expression, as assessed by RT-PCR, ranged routinely from 75-90% efficiency (Fig.2a).

c¢DNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA was extracted from
cultured HBMEC using the TRIzol reagent (Invitrogen, Burlington, ON). For cDNA
synthesis, ~1 pg total RNA was reverse-transcribed into cDNA using Oligo dT primer and
iScript cDNA synthesis kit reverse transcriptase. cDNA was stored at -20°C for PCR. MMP-
9 gene expression was quantified by real-time quantitative RT-PCR using QuantiTect SYRB
Green dye (Qiagen, Valencia, CA). DNA amplification was carried out using Icycler (BIO-
RAD, Hercules, CA), and the detection was performed by measuring the binding of the
fluorescence dye SYBR Green I to double-stranded DNA. Primers for MMP-9 (forward : 5°-
AAGATGCTGCTGTTCAGCGGG-37, reverse : 5°- GTCCTCAGGGCACTGCAGGAT-3)
were derived from human sequences. The relative quantities of target gene mRNA against an
internal control, 18S ribosomal RNA, was possible by following a ACBt gmethod. An
amplification plot that had been the plot of fluorescence signal vs. cycle number was drawn.
The difference (ACB1g) between the mean values in the duplicated samples of target gene
and those of 18S ribosomal RNA were calculated by Microsoft Excel and the relative

quantified value (RQV) was expressed as 2P*"®g.

Analysis of HBMEC migration. HBMEC migration was assessed using modified
Boyden chambers. The lower surfaces of Transwells (8-um pore size; Costar, Acton, MA)
were pre-coated with 0.2% type-I collagen for 2 hours at 37°C. The Transwells were then
assembled in a 24-well plate (Fisher Scientific Ltd, Nepean, ON). The lower chamber was
filled with serum-free HBMEC medium or growth factor-enriched conditioned medium

isolated from 48 hours serum starved U-87 human glioblastoma cells, which we found to
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exert a very potent chemoattractant effect upon endothelial cell migration [18]. Control
HBMEC were collected by trypsinization, washed and resuspended in serum-free medium at
a concentration of 10P?" cells/ml; 10P** cells were then inoculated onto the upper side of
each modified Boyden chamber. The plates were placed at 37°C in 5% COB,s/95% air for
30 minutes after which various concentrations of SEN were added to the lower chambers of
the Transwells. Migration then proceeded for 6 hours at 37°C in 5% COB,p/95% air. Cells
that had migrated to the lower surfaces of the filters were fixed with 10% formalin phosphate
and stained with 0.1% crystal violet-20% methanol (v/v). Images of at least five random
fields per filter were digitized (100X magnification). The average number of migrating cells
per field was quantified using Northern Eclipse software (Empix Imaging Inc., Mississauga,
ON). Migration data are expressed as a mean value derived from at least four independent

experiments.

Endothelial cell morphogenesis assay. Tubulogenesis was assessed using Matrigel
aliquots of 50 pL, plated into individual wells of 96-well tissue culture plates (Costar,
Amherst, MA) and allowed to polymerize at 37°C for 30 minutes. After brief trypsination,
HBMEC were washed and resuspended at a concentration of 10P® cells/ml in serum-free
medium. Next, 25 pl. of cell suspension (25,000 cells/well) and 75 pl. of medium with
serum were added into each culture well. Cells were allowed to form capillary-like tubes at
37°C in 5% COB,s/95% air for 20 hours. The formation of capillary-like structuresP fwas
examined microscopically and pictures (100x) were taken usingP "a Retiga 1300 camera
(Qlmaging) and a Nikon Eclipse TE2000-U microscope. TheP Pextent to which capillary-like
structures formed in the gel was quantified by analysis of digitized images to determineP "the
thread length of the capillary-like network, using a commerciallyP “available image analysis
program (Northern Eclipse) as described and validated previously [18, 19]. For each
experiment, four randomly chosen areas were quantified by counting the number of tubes
formed. Tubulogenesis data are expressed as a mean value derived from at least three

independent experiments.

Gelatin zymography : Gelatin zymography was used to assess the extent of MMP-2
and MMP-9 activity as previously described and validated [20, 21]. Briefly, an aliquot (20



72

i) of the culture medium was subjected to SDS-PAGE in a gel containing 0.1 mg/ml
gelatin. The gels were then incubated in 2.5% Triton X-100 and rinsed in nanopure distilled
HB,pO. Gels were further incubated at 37P°°C for 20 hrs in 20 mM NaCl, 5 mM CaClB;g,
0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.6, then stained with 0.1% Coomassie Brilliant
blue R-250 and destained in 10% acetic acid, 30% methanol in HB,gO. Gelatinolytic activity

was detected as unstained bands on a blue background.

Immunoblotting procedures: Cytosolic proteins from control and treated cells were
separated by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis (Annabi ef al.). After electrophoresis,
proteins were electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes which were then
blocked for 1 hr at room temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150
mM NaCl, 20 mM Tris—HCI, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were
further washed in TBST and incubated with the primary polyclonal anti-HuR antibody
(1/1,000 dilution, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) in TBST
containing 3% bovine serum albumin, followed by a 1 hr incubation with horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (1/2,500 dilution) in TBST containing 5% non-fat dry
milk. Immunoreactive material was visualized by enhanced chemiluminescence (Amersham

Biosciences, Baie d’Urfée, QC).

Fluorimetric caspase-3 activity assay: HBMECs were grown to 60% confluence and
treated with increasing concentrations of SFN. Cells were collected and washed in ice-cold
PBS pH 7.0. Cells were subsequently lysed in Apo-Alert lysis buffer (Clontech, Palo Alto,
CA) for one hour at 4°C and the lysates were clarified by centrifugation at 16,000g for 20
minutes. Caspase-3 activity was determined by incubation with 50 uM of the caspase-3-
specific fluorogenic peptide substrate acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-
trifluoromethylcoumarin (Ac-DEVD-AFC) in assay buffer [SO mM Hepes-NaOH (pH 7.4),
100 mM NaCl, 10% sucrose, 0,1% 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonate, 5 mM DTT and | mM EDTA] in 96-well plates [22]. The release of AFC
was monitored for at least 30 minutes at 37°C on a fluorescence plate reader (Molecular

Dynamics) (AB.g= 400nm, AB,,z=505nm).
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Statistical data analysis : Data are representative of three or more independent
experiments. Statistical significance was assessed using Student’s unpaired #-test and
probability values of less than 0.05 were considered significant; an asterisk (*) identifies

such significance in each figure.
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RESULTS

MMP-9 secretion is selectively induced by PMA and inhibited by sulforaphane. We
first assessed human brain microvascular endothelial cells’ (HBMEC) response to the
inflammatory mediator tumor necrosis factor (TNF)-a and to the carcinogen PMA, two well
established MMP-9 secretion inducers [23]. Cells were serum-starved, treated for 18 hours
and conditioned media was harvested to measure MMP levels by gelatin zymography. While
MMP-2 extracellular levels remained unaffected, those of MMP-9 were increased in PMA-
treated cells but not upon TNF treatment (Fig.1a). In contrast, both PMA and TNF induced
MMP-9 secretion in HT-1080 fibrosarcoma cells. When HBMEC were treated with
combined PMA and sulforaphane (SFN), MMP-9 was found to be significantly inhibited
(Fig.1b). When MMP-9 gene expression was silenced using siRNA strategies, PMA
induction of MMP-9 was significantly reduced and SFN completely inhibited PM A-induced
MMP-9 secretion (Fig.lb), indicating a role of SFN in the inhibition of MMP-9 gene
expression upon PMA signaling. Moreover, we assessed cell viability through caspase-3
activity in cells treated with up to 30 pM SEN and found no deleterious effect on HBMEC
viability (Fig.1¢). Collectively, these results suggest that selective MMP-9 gene expression
affects extracellular MMP-9 levels in response to tumor promoting conditions rather than to

inflammatory mediators in HBMEC.

Sulforaphane inhibits PMA-induced HuR protein and MMP-9 gene expression in
HBMEC. Although most published studies have focused on the transcriptional control of
MMP-9 expression, there is increasing evidence that its expression can also be regulated at
the levels of mRNA stability, translation and protein secretion. Among the factors shown to
stabilize MMP-9 mRNA and augment its expression [24], HuR has been ascribed a pivotal
role in the development of tumors [25] and been found to be a key mediator during
macrophage activation in PMA-differentiated HL-60 cells [20]. We next tested whether SFIN
affected MMP-9 transcripts levels and whether any MMP-9 modulation could be correlated
to that of cytosolic HuR protein expression. Total RNA was isolated from treated HBMEC,
and MMP-9 gene expression assessed by quantitative RT-PCR. PMA was found to increase

MMP-9 gene expression, while SFN was able to antagonize that increase as well as in
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untreated cells (Fig.2a). The protein expression of HuR was also assessed in those same
conditions and found to be decreased by SFN in the cytosolic fraction where it is reported to
exert MMP-9 mRNA stabilization, while that of GAPDH remained unaffected (Fig.2b).
Collectively, insight into the anti-MMP-9 effect of SEN may involve downregulation of HuR
which may ultimately decrease MMP-9 mRNA stability.

Sulforaphane antagonizes PMA-induced MMP-9 secretion and MMP-9-dependent
cell migration in HBMEC. The effects of SFN on MMP-9 secretion and on cell migration
were further investigated. We found a dose-dependent inhibition of MMP-9 secretion in
PMA-treated HBMEC, while MMP-2 extracellular levels remained unaffected (Fig.3a). SFN
almost completely inhibited PMA-induced MMP-9 secretion at 10 uM, with a calculated
ICBspg of 1-3 uM (Fig.3b, right panel). MMP-2 secretion remained unaffected in all
conditions (Fig.3b, left panel), demonstrating SFN’s specificity of action. Cell migration was
also induced by PMA in HBMEC while SFN dose-dependently inhibited such migration
with an ICBsgp ranging from 0.3-1 pM (Fig.4a). Interestingly, SFN specifically targeted the
migration of PMA-treated HBMEC but not that of untreated cells (Fig.4a). Gene silencing of
MMP-9 combined with SEN treatment of HBMEC further highlighted the importance of
MMP-9 in HBMEC migration, since PMA was unable to efficiently trigger cell migration in
cells where MMP-9 levels were reduced by silencing (Fig.4b). The effects of SFN on PMA-
induced cell migration and MMP-9 secretion were further plotted and showed a very nice
correlation (rP* = 0.985, Fig.4c) demonstrating that the more PMA-induced MMP-9

secretion is inhibited, the more PMA-induced cell migration is as well.

Sulforaphane inhibits HBMEC migration in response to brain tumor-derived growth
factors. In addition to its inhibitory effect against carcinogen-induced HBMEC migration,
we assessed SFN’s capacity to affect HBMEC migration in response to conditioned media
generated from serum-starved subconfluent U87 glioblastoma cell cultures [18] and that is
enriched in brain tumor-derived growth factors. HBMEC migration was efficiently induced
up to 10-fold by tumor-derived growth factors chemoattraction (Fig.5a). This

chemoattracting effect was dose-dependently decreased when SFN was added to the lower
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chamber of migration (Fig.5b). This suggests that SFN potentially inhibits some intracellular

signalling pathways triggered in response to tumor growth factors.

MMP-9 is involved in three-dimentional capillary-like structure formation by
HBMEC. The importance of MMP-9 in HBMEC tubulogenesis was assessed in mock-
transfected and siMMP-9-transfected cells. We observed that, as expected for differentiated
endothelial cells, HBMEC formed well-defined, capillary-like structures on Matrigel
(Fig.6a). While PMA treatment induced in vitro tubulogenesis, transient gene silencing of
MMP-9 decreased basal HBMEC tube formation suggesting that MMP-9-mediated events
were crucial for tubulogenesis, while PMA was found unable to trigger HBMEC tube
formation in siMMP-9 cells in comparison to Mock cells (Fig.6b). This suggests that MMP-
9, most probably both the soluble fraction and the fraction bound to the cell surface of

HBMEQC, is actively involved in tubulogenesis.

Sulforaphane selectively inhibits in vitro capillary-like structure formation in MMP-
9-activated HBMEC. Because SFN selectively inhibited PMA-induced MMP-9 secretion and
PMA-induced HBMEC migration, we also evaluated whether it might inhibit HBMEC
tubulogenesis. Cells were seeded on top of Matrigel and left to adhere as described in the
Methods section. SFN or the green tea-derived catechin EGCg, an antiangiogenic molecule
that we have shown to inhibit MMP-9 secretion [20], and to sensitize HBMEC to ionizing
radiation [22], were then added to the wells and the extent of tubulogenesis assessed
(Fig.7a). We found that 10 uM SFN was unable to inhibit basal (white bars) capillary-like
structure formation, while it reduced by ~45% PMA-induced (black bars) in vitro
tubulogenesis (Fig.7b). In contrast, EGCg efficiently inhibited both basal and PMA-induced
tubulogenesis. This observation suggests that, in addition to its activity against cell migration
and ECM degradation, SFN specifically targets the MMP-9-dependent tubulogenesis of
HBMEC.
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DISCUSSION

The transformation of the regular vasculature in normal tissue into a highly
heterogeneous tumor capillary network is described by models incorporating tumor growth,
vessel cooption, neo-vascularization, vessel collapse, and cell death [26]. Although different
mechanisms of tumor vascularization have been characterized, much is unknown about their
interaction with diet-derived molecules. The combined tumor vascularizing processes in
tumor development, in fact, renders difficult their specific targeting in antitumor therapy.
Brain tumors are highly vascularized and, at early stages of development, tumor-associated
vessels possess a phenotype similar to that in their normal brain environment. This
phenotype can, in fact, explain why it is difficult to detect gliomas at early stages by MRI
analysis [3]. While brain tumors can use angiogenesis to develop in a highly vascularized
tissue such as brain, they can also use alternate vascularization mechanisms such as cooption
[27]. In the present study, the specific targeting of the molecular players involved in brain
EC cooption increases our comprehension of the chemopreventive properties of SFN.
Collectively, we provide evidence that the almost complete (>90%) inhibition of MMP-9-
activated, but not basal, HBMEC migration in comparison to the less potent inhibition
(~45%) of tubulogenesis may highlight a potential role of SFN against cooption

mechanisms.

Recently it was shown that EC, isolated from tumors, grew independent of the
presence of endothelial growth factors, suggesting that tumor EC acquire some
characteristics that make them less sensitive to antiangiogenic therapy [28]. This finding
prompted the search for alternate antitumor molecules that can target cooption mechanisms,
such as the SFN differential targeting of HBMEC migration that we report here. Because
cooption also depends on the site of tumor development, the specific host-tumor interaction
in brain can therefore be considered to dictate the vascular endothelium behavior and could
explain why SFN possesses antiangiogenic activity in umbilical- or dermal-derived EC but
not in cerebral EC. Antiangiogenic agents have thus far been used with some success [29,
30], but mostly in combination with ionizing radiation (TR) to increase their therapeutic

efficacy [31, 32]. Only recently have the brain EC been considered not only as the target of
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antiangiogenic agents but also of IR, therefore representing a powerful new potential
treatment target in highly vascularized tumours such as glioblastoma [18, 33]. In line with
this, epigallocatechin-3-gallate (EGCg), a green tea-derived molecule, has been recognized
as having many anti-tumor biochemical functions including inhibition of tumor cell growth
and of angiogenesis [34]. Furthermore, we have recently shown that EGCg suppressed
MMP-9 secretion [20] and vascular endothelial growth factor receptor function in EC [19],
and that EGCg efficiently targeted those human EC that escaped IR-induced damage [18,
22]. Given that HuR levels are elevated in cancer [35], and have a pivotal role in promoting
angiogenesis [36, 37], we also found, in line with the anti-MMP-9 gene expression effect of
SFN, that inhibition of HuR expression by EGCg efficiently suppressed PMA-induced
MMP-9 secretion in promyelocytic leukemia cells [20]. It is thus tempting to suggest that
inhibition of HuR-regulated expression of markers such as MMP-9 by EGCg or SFN, could

be potential targets of anticancer nutraceutical molecules.

In order to further document the chemopreventive properties of SFN, we show in our
study that SFN may represent such a class of molecules that could effectively target MMP-9-
mediated brain EC migration properties independent of EC angiogenesis. This finding
complements the major mechanism by which SFN acts and that includes suppression of
cytochrome P450 enzymes, induction of apoptotic pathways, suppression of cell cycle
progression and anti-inflammatory activity [12]. SFN has been shown to act as a histone
deacetylase inhibitor preventing NFkB activation [38]. Given that PMA triggers NFkB
activation which, in turn, induces MMP-9 transcription [39], one can hypothesize that
inhibition of histone deacetylase by SFN in HBMEC may also play a role in MMP-9
inhibition. The specific phenotype of differentiated HBMEC dictates its specific response to
SFN. As such, SFN was shown to suppress 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-
induced cancer cell invasion and MMP-9 activity in human MDA-MB-231 breast cancer
cells [40], while others have shown that SFN did not affect MMP production in human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) as a model of angiogenesis but still inhibited tube
formation on Matrigel [41]. SFN also potently decreased newly formed microcapillaries in a
human in vitro anti-angiogenesis model with an ICBsog of 0.08 uM [13], a value that is very

close to the ICBsog for MMP-9 secretion inhibition that we observed in this study.
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Furthermore, daily administration of SFN (100 nmol/day, intravenously for 7 days) to female
Balb/c mice bearing VEGF-impregnated Matrigel plugs strongly and significantly
suppressed angiogenesis progression [14]. These findings, combined with ours, suggest that
the EC population is a target of SFN action both in vitro and in vivo. SFN may thus interfere
with all essential steps of neovascularization targeting angiogenesis as well as with cooption
mechanisms within specific tissues where EC proliferation, migration and tube formation

occur.

In conclusion, angiogenic inhibitors are increasingly used in combination with
chemotherapy in experimental mouse models and in medical therapy [42]. One explanation
for the benefits of this combination is that antiangiogenic therapy normalizes the tumor
vasculature by shutting-down non-functional blood vessels, but still permits alternate
vascularization processes to take place. Our study provides molecular evidence for diet-
derived molecules such as SFN to further target those brain EC involved in cooption
mechanisms and highlights a potential role for SFN to inhibit MMP-9-mediated functions in
HBMEC.
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Fig.1 : MMP-9 secretion is selectively induced by PMA and inhibited by sulforaphane.
HBMEC and HT-1080 fibrosarcoma cell lines were cultured as described in the Methods
section. (A) Cells were then serum-starved in the presence or absence of 1 ng/ml TNF or |
uM PMA for 18 hrs. Conditioned media was then harvested and gelatin zymography
performed in order to detect proMMP-9 and proMMP-2 hydrolytic activity. (B) In order to
downregulate MMP-9 gene expression, control HBMEC (Mock) or HBMEC were
transfected with either a mismatched or a specific siRNA (siMMP-9) as described in the
Methods section. Cells were then serum-starved in the presence of | pM PMA, 10 uM SFN,
or a combination of both for 18 hrs. Conditioned media was harvested and gelatin
zymography performed in order to detect proMMP-9 and proMMP-2 hydrolytic activity. (C)
Caspase-3 activity was measured as described in the Methods section in order to evaluate the
potential cytotoxic effects of SFN. Caspase-3 activity upon treatment with 10 and 30 M
SFN is shown for control and PMA-treated cells. A negative (Neg.) and a positive (Pos.)
internal control for the assay were provided and consisted of marrow stromal cell lysates
treated or not with the proapoptotic cytoskeleton disrupting agent Concanavalin-A [43].
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Fig.2 : Reduction of MMP-9 transcripts by sulforaphane correlates with an effect on
HuR protein expression. (A) in order to confirm the zymography data obtained in Fig.l for
the MMP-9 gelatinolytic activity, HBMEC were cultured in the presence of 10 uM SEN, 1
uM PMA, or a combination of both, total RNA isolated and MMP-9 gene expression
assessed by qQRT-PCR as described in the Methods section (A). In parallel experiments, the
cytosolic fraction of these same cells were isolated as described in [44], and HuR protein
expression assessed by Western blotting (B). GAPDH expression was used as an internal
house keeping gene control.
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Fig.3 : Sulforaphane specifically antagonizes PMA-induced proMMP-9 secretion in
HBMEC. HBMEC were serum-starved in the presence of increasing concentrations of
sulforaphane (SFN) in combination with (or lacking) 1 uM PMA for 18 hrs. (A) Conditioned
media was then harvested and gelatin zymography performed in order to detect proMMP-9
and proMMP-2 hydrolytic activity as described in the Methods section. (B) Scanning
densitometry was used to quantify the extent of either proMMP-2 gelatin hydrolysis (left
panel), or proMMP-9 gelatin hydrolysis (right panel). Data shown are representative from
three independent experiments.
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Fig.4 : Sulforaphane specifically antagonizes PMA-induced HBMEC migration. (A)
HBMEC migration was assessed in modified Boyden chambers using control (open circles)
and PMA-treated cells (closed circles). Both were concomitantly treated with various SFN
concentrations. At the end of the treatment, cells were harvested and 10P*" cells seeded on
top of gelatin-coated filters. Migration proceeded for 6 hrs. (B) Untransfected (Mock) cells
were treated with or without 10 pM SFN, 1 pM PMA, or a combination of both for 16 hrs.
HBMEC migration was then compared to that of cells transfected with a specific MMP-9
siRNA. (C) The effects of different concentrations of SFN upon PMA-induced cell migration
and PMA-induced MMP-9 secretion were plotted and linear regression curve calculated.
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Fig.6 : Sulforaphane inhibits HBMEC migration in response to brain tumor-derived
growth factors. (A) HBMEC migration was assessed in response to brain tumor-derived
growth factors conditioned media, isolated from serum-starved U-87 glioma cells and that
served as chemoattractant. In addition, various concentrations of SFN were added to the
chemoattractant; cell migration was proceeded for 6 hrs and (B) was quantified.
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Fig.6 : MMP-9 is involved in three-dimensional capillary-like structure formation by
HBMEC. (A) In order to assess in vitro tubulogenesis, untransfected (Mock) or siMMP-9-
transfected (sIMMP-9) HBMEC were treated with or without 1 pM PMA and seeded on top
of Matrigel for 16 hrs. (B) The extent of three-dimensional capillary-like structure formation
was assessed as described in the Methods section for Mock (white bars) and siMMP-9-
transfected (black bars) HBMEC. (*) depicts statistical significance (P < 0.05).
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Fig.7: Sulforaphane preferentially inhibits in vitro capillary-like structure formation
in MMP-9 activated HBMEC. (A) The extent of capillary-like structure formation was
assessed as described in the Methods section for control and PMA-treated HBMEC, in the
presence of 10 uM SFN or 10 uM EGCg. (B) Tube formation was quantified in basal (white
bars) and MMP-9-activated (black bars) HBMEC as described in the Methods section.



CHAPITRE IV

DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Récemment, il a ét¢ montré qu’une sous-population de cellules CD133(+), isolées de
tumeurs cérébrales, avait des propriétés apparentées aux cellules souches, telles que la
capacité d’autorenouvellement, de division asymétrique et de différenciation en plusieurs
types cellulaires (Neuzil ef al., 2007), mais aussi la quiescence cellulaire, la capacité de
réparation de I’ADN et I’expression de plusieurs transporteurs ABC (Dean, Fojo et Bates,
2005). Hypothétiquement, ces cellules seraient impliquées dans D’initiation des tumeurs
cérébrales, mais aussi dans leur croissance et leur récurrence (Liu ef al, 2006).
Conséquemment, il est impératif d’accroitre notre compréhension de la population de
cellules souches associées aux tumeurs, et de développer de nouvelles approches cliniques
afin d’augmenter [’efficacité des traitements actuels. Dans le premier volet de notre étude,
nous avons identifié et évalué de nouvelles caractéristiques cellulaires et moléculaires
impliquées dans la régulation du phénotype invasif associé a la formation de structures
comparables aux neurosphéres formées par les CSC CD133(+). En utilisant la technologie
de I’ARN interférent, nous avons mis en évidence que MMP-9 et MT1-MMP, deux MMP
importantes pour I’invasion cellulaire, les métastases et la résistance a la radiation (Wild-
Bode ef al., 2001), avaient un réle crucial dans la formation de structures apparentées aux

neurospheres CD133(+) par les médulloblastomes DAOY.

Il est maintenant admis que I’implantation d’aussi peu que 100 cellules CD133(+)
isolées de tumeurs cérébrales permet le développement de la tumeur d’origine dans le
cerveau de souris NOD-SCID immunosuprimées, alors que I’injection de 10° cellules de la
fraction négative n’arrive pas a réinitier la tumeur (Singh et al., 2004). Camphausen ef al.
(2005) ont suggéré que I’environnement de croissance in vivo pouvait moduler I’expression
des geénes et ainsi influencer le phénotype expérimental des tumeurs. En effet, il a été
montré que le profil génétique d’une lignée de gliomes différe selon qu’elle soit cultivée in
situ, sous-cutanée ou intracranienne (Camphausen ef a/., 2005). Dans notre étude, nous

avons implanté des DAOY au niveau du flanc ou du cerveau des souris afin de connaitre
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’effet de I’environnement d’implantation. Nos résultats montrent que seul I’environnement
cérébral permet la croissance d’une tumeur (Article #1, Figure 1). L’homogénat de ces
tumeurs cérébrales a permis de détecter par immunobuvardage la présence de CD133,
corrélée a une augmentation du niveau de transcription de VEGF et bFGF, ce qui pourrait

refléter la mise en branle du processus angiogénique, voire de cooption.

Les propriétés des CSC cérébrales ont récemment été étudiées via un modéle de
neurospheres non-adhérentes et il a été montré que I’expression des marqueurs de surface
pouvait varier entre les cellules formant les spheres non-adhérentes et les cellules cultivées
en monocouche (Inagaki ef al., 2007). Il n’y avait cependant pas de données concernant
I’implication des MMP dans la formation de structures apparentées aux neurospheres. Dans
notre étude, nous avons montré que MT1-MMP joue un réle dans la formation, par les
médulloblastomes, de structures apparentées aux neurospheres. Notre étude n’a cependant
pas permis de savoir quel segment spécifique de I’enzyme était impliqué, la portion
extracellulaire de MT1-MMP comprenant le site actif, ou celle intracellulaire ayant la
capacité d’induire des cascades de signalisation. De plus, nous avons mis en évidence que
’inhibition de MT1-MMP et de MMP-9 pouvait perturber le processus de formation de ces
structures, en plus de diminuer les propriétés invasives des cellules (Article #1, Figure 3).
Dans un contexte physiologique, les cellules souches sont situées dans un
microenvironnement spécialisé¢, ou niche cellulaire, qui les maintient dans un état de
quiescence (Heissig et al., 2002). La niche, composée d’un groupe de cellules (p. ex.
ostéoblastes), constitue un site de liaison physique pour les cellules souches, ou les
molécules d’adhésion sont responsables des interactions entre les cellules souches, la niche
et la MEC. De plus, la niche génere des facteurs extrinséques qui contrdlent le nombre de
cellules souches, leur prolifération et leur devenir (Li et Neaves, 2006). Lors d’un stress
physiologique, Heissig et al. (2002) ont montré que I’induction de MMP-9 dans les cellules
de la moelle modifie ce microenvironnement en altérant les interactions avec les autres
cellules ou la MEC, en clivant des molécules d’adhésion et en reldchant les cytokines
séquestrées dans la MEC. La MMP-9 promeut ainsi la prolifération et la mobilisation des
cellules souches. Ainsi, 'activation de la métalloprotéinase servirait de point de contréle

pour la reconstitution rapide dun groupe de cellules progénitrices (Heissig et al., 2002). Il
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est intéressant de remarquer que dans notre étude MMP-9 et MTI-MMP sont impliquées
dans la formation de neurospheéres enrichies en CD133 et I’acquisition de leur phénotype
invasif. Il est alors tentant d’émettre I’hypothése que dans notre contexte de culture in vitro,
ces MMP favorisent la formation de structures de type neurosphére en modifiant les
interactions entre les cellules. Par conséquent, cibler MMP-9 et MT1-MMP dans les CSC
pourrait contribuer a 1’élaboration de nouvelles thérapies qui permettraient de détruire les

cellules souches associées aux tumeurs cérébrales.

La transformation de I’endothélium vasculaire d’un tissu normal en un réseau
hétérogene de capillaires est décrite par des modeles incluant la croissance tumorale, la
cooption des vaisseaux, la néo-vascularisation, 1’affaissement des vaisseaux et la mort
cellulaire (Bartha et Rieger, 2006). Bien que plusieurs processus de vascularisation tumorale
alent été décrits, peu d’informations étaient disponibles concernant leur interaction avec les
molécules provenant de notre diete. Le second volet de I’étude a permis d’accroitre notre
compréhension des propriétés chimiopréventives du SEN en ciblant spécifiquement les CET
cérébrales possiblement impliquées dans la cooption. En effet, nous avons mis en évidence
une inhibition presque compléte (> 90 %) de la migration des HBMEC activées par le PMA
comparativement a un potentiel d’inhibition de la tubulogeneése moindre (~ 45 %) par le
SFN.

Il a été montré que les CE composant les vaisseaux d’une tumeur sont différentes des
cellules composant les-vaisseaux normaux. Principalement, leur résistance aux agents de
chimiothérapie (Iwahana et al, 1998) fait qu’elles ne répondent pas aux thérapies
antiangiogéniques (Jung et al., 2000). Ces résultats orientent la recherche vers la découverte
de nouvelles molécules, tel que le SFN, capables de cibler ces CET. En effet, notre étude
montre que le SFN pourrait faire partie d’un groupe de molécules capables de cibler
efficacement les propriétés migratoires des CET dépendantes de la MMP-9,
indépendamment de leur capacité¢ angiogénique. Cet effet s’additionne a ceux déja
documentés (voir le schéma ci-dessous), tel que la suppression des enzymes du cytochrome
P450, I'induction de I’apoptose, Iarrét du cycle cellulaire et ’activité anti-inflammatoire

(Juge, Mithen et Traka, 2007). Sachant que le SFN agirait comme inhibiteur des histones



95

déacétylases, prévenant ainsi I’activation de NF-kB (Myzak et Dashwood, 2006) et que le
PMA initie I’activation de NF-kB qui en retour induit la transcription de MMP-9 (Shin et a/.,
2007), il est tentant de postuler que 1’inhibition des histones déacétylases par le SFN puisse

jouer un rdle dans ’inhibition de MMP-9 dans les HBMEC.

Propriétés médiées

par MMP-9
Angiogenése t Cytochrome 450
Enzymes
h
Apoptose -h Sulforaphane de phase Il
Propriétés

Cycle cellulaire . .
y anti-inflammatoires

L’administration quotidienne de SFN (intraveineux 100 nmol/jour pour sept jours) a
des souris Balb/c, portant un implant de Matrigel contenant du VEGF, montre que le SEN
peut supprimer efficacement la progression angiogénique in vivo (Jackson, Singletary et
Venema, 2007). La combinaison de ces résultats avec les nétres suggere que le SEN peut
cibler la population de CE in vitro et in vivo. De plus, Asakage et al. (2006) ont montré que
dans une lignée de CE humaines de veine ombilicale (HUVEC), le SFN n’affecte pas la
production de MMP, bien qu’il réussisse a inhiber la tubulogenese sur Matrigel (Asakage et
al., 2006). Pour leur part, Rose ef al. (2005) ont montré que le SFN inhibe I’activité de
MMP-9 ainsi que le potentiel invasif d’une lignée de cellules cancéreuses mammaires,
MDA-MB-231, tous deux induits par le PMA (Rose et al., 2005). Notre étude montre que le
SFN peut cibler spécifiquement le phénotype différencié des HBMEC et plus
particulierement les mécanismes impliquant MMP-9. L’ensemble de ces observations
permet de postuler que le SFN peut affecter le niveau de MMP dans une tumeur, soit en
ciblant le compartiment cellulaire tumoral ou les CET. Le SFN pourrait donc interférer avec
toutes les étapes de néo-vascularisation en ciblant les mécanismes d’angiogenése comme la
cooption dans des tissus ou les CE proliférent, migrent et forment des tubules. Ainsi, les

résultats obtenus dans notre étude suggerent que les molécules présentes dans notre dicte,
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comme le SFN, pourraient cibler les CET cérébrales composant la masse tumorale et

impliquées dans la cooption. Des études in vivo seront nécessaires pour le démontrer.

Les résultats décrits précédemment ont suscité plusieurs questions qui pourront étre
le point de départ pour de futurs projets de recherche entrepris au sein de mon laboratoire
d’accueil. D’abord, il serait intéressant de savoir quelle portion de MT1-MMP régule la
signalisation menant a la formation de neurosphéres a partir des médulloblastomes. 1
s’agirait de comparer les structures obtenues suite a la transfection de la forme native de
MT1-MMP, avec celles obtenues suite a la transfection d’un mutant tronqué de sa portion
cytoplasmique. Ainsi, sachant que les CSC sont généralement résistantes aux agents de
chimiothérapie, des traitements ciblant les MMP pourraient constituer une avenue
envisageable. Des résultats préliminaires dans une lignée de fibrosarcomes montrent une
augmentation de I’expression de certains LRP par le SFN, corrélée avec une diminution de la
quantité de MMP-9 extracellulaire. Si le SFN pouvait augmenter les LRP a la surface des
DAQY, la formation de structures comparables aux neurosphéres et le phénotype invasif
pourraient étre affectés de la méme fagon que lors de I'utilisation de I’ARN interférant
contre MMP-9. D’un autre c6té, bien que le SFN semble prometteur pour cibler les
propriétés des HBMEC médiées par la MMP-9, il serait intéressant de savoir si d’autres
molécules dérivées de notre dicte ont des effets similaires. De plus, sachant que ’activité de
la MMP-9 dépend du ratio TIMP : MMP, [’ajout d’une forme recombinante de TIMP-1
pourrait avoir des effets similaires a ceux obtenus par le traitement au SFN et constituer une
avenue thérapeutique envisageable. Cependant, bien que les résultats in vitro contribuent a
accroitre nos connaissances sur les propriétés anticancéreuses de composés naturels, il n’est
pas dit qu’une telle molécule réussirait seule, dans un contexte physiologique, a atteindre le
site tumoral. [l a cependant été rapporté que certains membres de la famiile des Brassica
peuvent atteindre le cerveau et y prévenir la progression tumorale (Gingras et al., 2004) en
passant vraisemblablement la BHE. La perméabilité accrue des vaisseaux sanguins
composants la tumeur pourrait contribuer a livrer le SFN au cceur de la tumeur. En ce sens,
des molécules de SFN radiomarquées permettraient de vérifier si 1) le SFN arrive
effectivement a passer la BHE et 2) si le passage se fait préférentiellement au site de la

tumeur.



CHAPITRE V

CONCLUSION

Nos travaux ont permis de montrer que dans un contexte expérimental de tumeur
cérébrale, la MMP-9 semble étre d’une importance capitale. En effet, elle aurait un réle dans
la formation et le caractére invasif des structures apparentées aux neurospheres CD133(+)
obtenues a partir des cellules DAOY, en plus d’étre fortement impliquée dans le potentiel
migratoire de notre modéle de CET. De plus, il n’est pas exclu que cette MMP soit
impliquée, in vivo, dans la formation de la « niche de CSC » favorable a la prolifération des
cellules initiatrices de tumeurs, et causant ainsi la réapparition de tumeurs suite a des
traitements de chimiothérapie et/ou radiothérapie. D’un autre coté, nous avons montré que le
SFN arrive & inhiber presque complétement les fonctions des HBMEC médiées par MMP-9
et induites par un carcinogene, en I’occurrence le PMA. Ainsi, ce composé phytochimique
pourrait possiblement interférer avec le processus de cooption vasculaire impliquée dans les

premiers stades de développement de tumeurs cérébrales.

En somme, MMP-9 semble constituer une cible de choix pour le traitement des
cancers cérébraux, que ce soit au niveau du compartiment tumoral ou vasculaire. De plus,
nous pensons que plusieurs molécules dérivées de notre alimentation ont des propriétés

anticancéreuses, constituant ainsi une arme accessible pour contrer le cancer.
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