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RESUME

Récemment, des spécialistes en cancérologie ont identifié au sein des tumeurs une
sous-population cellulaire réfractaire aux traitements de chimio et de radiothérapie. Les
caractéristiques cellulaires propres a cette population avoisinent celles des cellules souches. 11
semblerait qu’aussi peu que 100 de ces cellules souches retrouvées dans les tumeurs soient
capables de réinitier un cancer in vivo. Plusieurs arguments supportent un modele de cellules
souches cancéreuses (CSC) responsable de Iinitiation tumorale. Dans les cancers cérébraux,
ces CSC expriment le marqueur membranaire de cellules souches neuronales CD133. Les
traitements ciblant les tumeurs cérébrales demeurent peu efficaces en partie a cause de la
résistance des CSC CD133(+) face a ces traitements. Le ciblage de ces CSC serait donc
porteur d’espoir. Le marqueur CD133 permet |’isolation et I’enrichissement de la population
de CSC retrouvée au sein des lignées cellulaires ou des tumeurs primaires cérébrales. A I’aide
du marqueur CDI133, les caractéristiques propres aux CSC peuvent étre mieux définies
permettant un traitement ciblé. Les tumeurs cérébrales ayant des niveaux d’expression élevés
de CDI133 sont hautement malignes et un des joueurs clés de ’invasion tissulaire est la
métalloprotéinase membranaire de type 1| (MT1-MMP). La protéine MTI-MMP est une
protéase capable de dégrader la matrice extracellulaire et d’activer d’autres protéases. Une
autre protéine qui est surexprimée dans les gliomes hautement malins est la cyclooxygénase
de type 2 (COX-2). L’enzyme COX-2 joue des roles clés dans la biosynthése de
prostaglandines impliquées entre autres dans des conditions pathologiques en encourageant
Pinflammation, la sudation, la douleur et la fievre. Cependant, une activité constitutive de
COX-2 est associée au maintien de la prolifération cellulaire et & la résistance a I’apoptose
dans les tumeurs.

Nous avons étudié ’expression des protéines MT1-MMP et COX-2 dans les CSC
CD133(+) issues de tumeurs cérébrales. Les résultats obtenus montrent que les protéines
COX-2 et MT1-MMP sont surexprimées dans les cellules CD133(+) enrichies d’une lignée
cellulaire de tumeur cérébrale. La surexpression de ces deux protéines semble étre régulée par
un axe MTI-MMP/COX-2 dans les CSC CDI33(+). En effet, MTI-MMP induit la
surexpression de COX-2 dans les CSC CD133(+). Ce role de MT1-MMP dans les cascades
signalétiques cellulaires nécessite une signalisation initiée via son domaine cytoplasmique.
Nous avons aussi étudié la voie de signalisation qui régule I’axe MT1-MMP/COX-2 et avons
découvert un réle critique pour les facteurs de transcription de la famille de NF-xB. Ce
nouvel axe pourrait étre exploité dans I’optique d’une thérapie anti-cancer afin de diminuer le
potentiel invasif des CSC CD133(+) et leur résistance aux traitements actuels.

Mots clés :

Cellules souches cancéreuses, CD133, COX-2, MT1-MMP, Glioblastome



CHAPITRE I
INTRODUCTION

1. Le cancer

1.1. Statistiques

Le cancer est la deuxiéme cause mondiale de déces apres les maladies cardiovasculaires.
En effet, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer tuera 7,6 millions de
personnes en 2005 et, d’ici 2015, ce nombre pourrait augmenter a prés de 9 millions puis a
11,5 millions en 2030. Plus prés de nous, le cancer progresse aussi rapidement. Selon les
statistiques canadiennes et québécoises sur le cancer, la principale cause de décés au Québec
depuis 2005 et la premiére cause de déceés prématuré au Canada est le cancer (Statistics
Canada, 2008). Au Québec, toutes les 13 minutes, une personne apprend qu’elle a un cancer
(Société canadienne du cancer, 2008). Ces statistiques sont impressionnantes car le cancer
progresse avec I’augmentation et le vieillissement de la population. Les connaissances sur les
différents types de cancer ainsi que le développement de nouveaux traitements plus
spécifiques progressent, mais la solution a I’enrayement de ce fléau reste encore bien
hypothétique et les scientifiques devront encore faire preuve d’ingéniosité et de créativité

pour trouver le talon d’Achille de cette maladie.
1.1.1. Cancers cérébraux — Définition et traitements disponibles

Les cancers cérébraux figurent parmi les cancers les plus agressifs et les plus
meurtriers. Les glioblastomes multiformes représentent la classe de tumeur primaire cérébrale
la plus commune chez ’adulte et dont le pronostic est le plus sombre (Radhakrishnan et al.,
1995). Selon les statistiques canadiennes sur le cancer, sur les 2,600 cas de cancers cérébraux

diagnostiqués en 2008 au Canada, 1,750 en mourront (Statistics Canada, 2008).

Les cancers cérébraux d’origine gliale se divisent en deux catégories principales selon
I’origine des cellules cancéreuses, soient les astrocytes ou les oligodendrocytes (Kleihues et
Sobin, 2000). Les gliomes se distinguent en différents grades selon la pathologie associée a la

tumeur. Les glioblastomes multiformes (GBM) font parties des gliomes astrocytaires de haut
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grade et ont une incidence aux Etats-Unis de 3 sur 100,000. Au moins 80% des gliomes

malins sont des GBM (Radhakrishnan et al., 1995).

Les traitements pour les GBM consistent en trois étapes. Il y a d’abord une résection
totale (si possible) de la masse cancéreuse (Simpson et al., 1993; Hess, 1999). La chirurgie
est suivie d’un traitement de radiothérapie, le traitement principal depuis plusieurs décennies,
qui prolonge significativement la survie totale des patients (Walker et al., 1978). Enfin, les
patients se font administrer, en concomitance avec la radiothérapie, un traitement de
chimiothérapie de plus en plus fréquemment depuis qu’il a été démontré que I’agent de
chimiothérapie «temozolomide» améliore significativement la survie des patients atteints de

GBM (Stupp et al., 2005; Taphoorn et al., 2005).

Bien que les traitements se soient améliorés au cours des dernieres années, les GBM sont
hautement Iétaux. La survie médiane des patients atteints de GBM ayant regu les meilleurs
traitements disponibles est de 12 4 15 mois (Scott et al., 1998). Les mauvais pronostics des
patients atteints de GBM viennent de la capacité qu’ont ces tumeurs a infiltrer et envahir les
tissus environnants sains du cerveau. Apres les différents traitements, la récurrence des GBM
survient dans la majorité des cas prés du lieu de résection et celle-ci est responsable de la

mortalité associée a cette maladie (Nakada et al., 2007) (Figure 1).
1.2. Les grandes signatures des processus cancéreux

Des évidences indiquent que la progression tumorale chez I’homme est un processus a
multiétapes. Par exemple, I’établissement de lignées cellulaires cancéreuses a partir de
cellules primaires (prélevées directement d’un organisme) afin de les maintenir longtemps en
culture requiert plusieurs modifications génétiques (Hahn et al., 1999). Ces mutations
accumulées donnent un avantage sélectif sur les cellules voisines. Pour devenir cancéreuses,
les cellules saines acquierent différentes propriétés lors de leur évolution au stade malin qui

peuvent étre résumées en six grandes signatures (Hanahan et Weinberg, 2000) (Figure 2).

D’abord, I) les cellules cancéreuses acquiérent une autonomie en facteurs de
croissance réduisant leur dépendance au microenvironnement tissulaire normal. Les cellules

normales ont besoin de signaux de croissance pour quitter leur état quiescent et entrer dans un



état actif de prolifération. Plusieurs oncogenes (genes mutés dans les cellules normales
menant a leur transformation en cellules cancéreuses) peuvent mimer les voies normales de
croissance cellulaire d’une fagon ou d’une autre. Les cellules cancéreuses génerent donc
plusieurs de leurs propres signaux de croissance résultant en une stimulation autocrine
(Hanahan et Weinberg, 2000). Dans un méme ordre d’idée, II) les cellules cancéreuses
développent une insensibilité aux signaux d’arrét de croissance. Au sein d’un tissu
normal, plusieurs signaux antiprolifératifs agissent en synergie pour maintenir la quiescence
cellulaire et I’homéostasie tissulaire. Les mutations acquises au sein du génome des cellules
cancéreuses déstabilisent la machinerie cellulaire régulant ces signaux d’arrét de croissance
dirigeant I’équilibre quiescence/prolifération vers la prolifération tumorale (Moses, Yang et
Pietenpol, 1990; Weinberg, 1995). Cet équilibre est aussi influencé par les mécanismes
d’apoptose, soit le processus par lequel une cellule déclenche sa propre mort en réponse a
différents stimuli (Vaux, Cory et Adams, 1988; Strasser et al., 1990). III) Les cellules
cancéreuses développent une résistance a I’apoptose. En effet, certaines mutations dans
leur génome inhibent la production de protéines pro-apoptotiques et stimulent la production

de protéines pro-survies balangant I’équilibre vers une prolifération accrue.

Les trois premiéres signatures ne sont pas suffisantes pour développer une tumeur. Des
observations sur les cellules en culture ont indiqué qu’elles ne peuvent pas se propager
indéfiniment (Hayflick, 1997). Les cellules cancéreuses doivent, pour se développer
indéfiniment, IV) acquérir un potentiel de réplication sans limites. Pour ce faire, les
cellules cancéreuses activent de fagon constitutive la télomérase, soit I’enzyme responsable
du maintien des télomeres. Les télomeres se situent a I’extrémité des chromosomes (Bryan et
Cech, 1999) et ont pour rdle de les protéger. Leur dégradation limite la réplication cellulaire
(Shay et Bacchetti, 1997). Les cellules souches sont naturellement immortelles puisqu’elles
expriment la télomérase contrairement aux cellules différenciées. Ensuite, afin de maintenir
’apport en oxygeéne et en nutriments nécessaires aux fonctions et la survie des cellules
cancéreuses lors de la croissance tumorale, ces cellules créent de nouveaux vaisseaux
sanguins, processus appelé V) angiogenése (Bouck, Stellmach et Hsu, 1996; Folkman,
1997). Les cellules cancéreuses activent I’angiogenése tumorale en favorisant I’expression de
génes pro-angiogéniques tels que le VEGF (facteur de croissance de |’endothélium

vasculaire) et le FGF (facteur de croissance des fibroblastes) et la surexpression de leurs
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récepteurs associés (Singh et al., 1995; Volpert, Dameron et Bouck, 1997). Enfin, certaines
cellules cancéreuses réussissent a se séparer de la masse tumorale initiale afin VI) d’envahir
les tissus environnants et créer une métastase a un autre endroit du corps ou, au moins
initialement, les nutriments et I’espace ne sont pas limitants. Les métastases sont la cause de
90% des morts par le cancer (Sporn, 1996). Un paramétre important des capacités a envahir
les tissus et initier les métastases implique |’utilisation de protéases pour dégrader la matrice
extracellulaire qui limite les déplacements cellulaires (Coussens et Werb, 1996). Parmi ces
protéases figure la grande famille des métalloprotéinases matricielles surexprimées dans la

majorité des cancers malins (Chambers et Matrisian, 1997).

1.3. Identification de cellules souches cancéreuses

1.3.1. Les modé¢les d’initiation tumorale

Un probléme fondamental en recherche sur le cancer est I’identification des types
cellulaires pouvant soutenir la croissance tumorale. Depuis plus de 100 ans, les cancers
humains sont définis comme une population de cellules morphologiquement hétérogénes.
Cependant, la morphologie et la fonction des cellules sont difficiles a relier et peu est connu
sur les propriétés des cellules qui initient et maintiennent les cancers. L.’idée qu’une sous-
population cellulaire soit responsable du maintien des tumeurs a émergé il y a environ 50 ans
(Brunschwig, 1960). Deux modeles de cellules initiatrices de cancer se confrontent dans la

littérature (Figure 3).
Modeéle stochastique

Le modéle stochastique assume que chaque cellule cancéreuse possede la capacité de
proliférer indéfiniment et de régénérer une tumeur. Ce modeéle prédit que la tumeur est
relativement homogeéne et que les mécanismes néoplasiques menant vers |’état malin sont
fonctionnels dans chacune des cellules cancéreuses. Donc, tous les rdles associés au
développement, a la progression et a I’invasion tumorale sont régis par toutes les cellules

cancéreuses, sans distinction (Ward et Dirks, 2007).



Modeéle des cellules souches cancéreuses

Le modele des cellules souches cancéreuses (CSC), pour sa part, stipule qu’une sous-
population cellulaire au sein des tumeurs a la capacité d’initier et de maintenir la croissance
tumorale. Ce postulat implique une hétérogénéité fonctionnelle existante parmi les cellules
qui sont présentes dans la masse cancéreuse. La division d’une tumeur en plusieurs sous-
populations différentes suppose qu’il est possible de purifier et d’isoler les cellules
responsables de I’initiation d’un cancer. Le développement de modéles in vivo permettant de
questionner le potentiel initiateur des différentes sous-populations a permis I’identification de
CSC au sein de cancers humains du cerveau, du sein, de la peau, des os, de la prostate et du
sang (Dick, 2003). Plusieurs recherches a ce jour misent sur le ciblage des CSC dans le but de

développer une thérapie contre les tumeurs cérébrales.
1.3.2.La définition d’une cellule souche cancéreuse
Les CSC se définissent en trois points (Ward et Dirks, 2007) :

[.  Les CSC devraient pouvoir régénérer la tumeur dont elles proviennent
lorsqu’injectées en nombre limité dans le méme microenvironnement tissulaire in
vivo (orthotopique).

II.  Les CSC devraient pouvoir s’auto-renouveler in vivo.
[II.  Les CSC devraient démontrer une capacité de différenciation reproduisant la tumeur
initiale. La tumeur générée in vivo devrait représenter une phénocopie de la tumeur

originale.

1.3.3. Cibler les CSC

Comme les cellules souches normales, les CSC ont la capacité de s’auto-renouveler et
de donner naissance a une variété de cellules prolifératives et différenciées. Les CSC sont
relativement quiescentes et pourraient ne pas étre affectées par des thérapies ciblant les
cellules a divisions rapides. Une expression élevée de transporteurs qui pompent hors de la

cellule les agents de chimiothérapie (Hirschmann-Jax et al., 2004) et une capacité accrue de
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réparation de ’ADN endommagé aprés un traitement de radiothérapie contribuent aussi a

I’habilité des CSC a survivre aux modes conventionnels de thérapie (Bao et al., 2006).

Les thérapies existantes contre les gliomes ciblent la population tumorale générale.
Puisque la majorité des cellules cancéreuses ont un potentiel prolifératif limité, I’habilité de
diminuer la taille générale de la masse cancéreuse reflétait une habilité a cibler les cancers.
Cependant, les récurrences des cancers sont fréquentes apres les différents traitements de
chimio et de radiothérapie. Des traitements efficaces contre le cancer devraient idéalement
cibler les CSC. En assumant que les CSC ne représentent qu’une petite proportion de la
tumeur entiere, les cibler risque, a court terme, d’avoir peu d’impact sur la taille globale de la
tumeur. Cependant, avec le temps, la tumeur devrait perdre sa capacité de prendre de
I’expansion et se résorber (voir Figure 4). Pour cibler les CSC, des marqueurs qui leur sont

spécifiques doivent étre définis ainsi que leurs caractéristiques biochimiques propres.
1.3.4. CD133, un des marqueurs des cellules souches cancéreuses

En 2003, le groupe du Dr P.B. Dirks a réussi a isoler d’une tumeur cérébrale une
population cellulaire ayant des propriétés de cellules souches et exprimant le marqueur de
cellules souches neuronales CD133 (Singh et al., 2003). Par la suite, ce méme groupe a
observé que seule la fraction CD133(+) retrouvée au sein des tumeurs cérébrales de type
glioblastome avait la capacit¢ de réinitier le développement tumoral lors d’injections
orthotopiques chez des souris (Singh et al., 2004). En effet, une injection d’aussi peu que 100
cellules CD133(+) isolées d’un glioblastome humain peut produire une tumeur in vivo, alors
que I’injection de 100,000 cellules CD133(-) ne développe pas de tumeur (Singh et al., 2004).
Ces différents résultats supportent le modéle des CSC. Le ciblage spécifique des CSC ouvre

ainsi la voie a de nouvelles avenues thérapeutiques envers les cancers cérébraux.
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1.3.5. L’expression de CD133 influence le pronostic clinique des patients atteints de

gliomes

Différentes études montrent une corrélation entre le pourcentage de cellules CD133(+)
retrouvées au sein d’une tumeur et la survie générale des patients atteints de cancer du
cerveau (Liu et al., 2006; Vescovi, Galli et Reynolds, 2006). En ce sens, une population de
plus de 1% de cellules CD133(+) au sein de gliomes, en comparaison avec une population de
moins de 1%, augmente significativement le taux de récidive aprés un premier traitement,
augmente la probabilité d’une progression maligne en plus de diminuer substantiellement le
temps de vie des patients (Zeppernick et al., 2008). Ces études montrent aussi une corrélation
dans les gliomes entre |’augmentation du nombre total de cellules CD133(+) et la progression
tumorale vers un grade plus malin. D’ailleurs, le pourcentage de cellules CD133(+) augmente
a pres de 25% dans les tumeurs de glioblastomes hautement malignes (Zeppernick et al.,
2008).

Les glioblastomes ont un trés mauvais pronostic clinique di, en partie, a une résistance
accrue a la radiothérapie et a divers traitements. Il a été démontré que les CSC CD133(+)
contribuent a la radiorésistance des glioblastomes par une activation préférentielle de leurs
mécanismes de réparation de ’ADN (Bao et al., 2006). De plus, les cellules CD133(+)
augmentent en nombre aprés I’irradiation de cellules de glioblastome en culture et dans des
tumeurs in vivo. Ces résultats indiquent que les CSC CD133(+) ont une résistance intrinseque
a la radiation comparativement a la population générale tumorale (Bao et al., 2006). Dans un
méme ordre d’idée, une population cellulaire CDI133(+) enrichie d’une lignée de
médulloblastome (cancer cérébral pédiatrique)e st davantage radiorésistante qu’une
population de cellules CD133(-) (Blazek, Foutch et Maki, 2007). Aussi, les cellules
CDI133(+) de tumeurs cérébrales sont résistantes a des agents chimithérapeutiques tels que le
temozolomide, carboplatin, I’étoposide et le paclitaxel comparativement aux cellules
CDI133(-) (Liu et al., 2006). Un des mécanismes importants dans la résistance aux drogues est
’expression de protéines de la famille des «adenosine triphosphate-binding cassette (ABC)
super family». Les membres de la superfamille des ABC sont des pompes dépendantes de
[’ATP. Ces transporteurs membranaires peuvent jeter hors de la cellule les molécules de

chimiothérapie. Les CSC CD133(+) expriment fortement [’'un des membres de cette famille,



soient la «breast cancer resistance protein-1» (BCRP-1) qui semble en partie responsable de

leur résistance intrinseque aux agents de chimiothérapie (Liu et al., 2006).
1.3.6. Structure et fonction de la protéine CD133

Le marqueur de cellule souche neuronale CD133, appelé aussi Prominin-1, est une
glycoprotéine membranaire divisée en cing domaines trans-membranaires, deux larges
boucles extracellﬁlaires glycosylées, un domaine N-terminal extracellulaire et un domaine C-
terminal cytoplasmique (Corbeil et al., 2001) (Figure 5). Il a été récemment identifié¢ que le
domaine cytoplasmique est phosphorylé a la tyrosine-828 et la tyrosine-852 par les tyrosines
kinases de la famille Src (Boivin et al., 2009). CD133 a été le premier membre identifié¢ de la
famille de protéines membranaires «promininy (Weigmann et al., 1997). Les membres de
cette famille se retrouvent de fagon restreinte dans les protrusions de la membrane plasmique,
telles que les microvilli des cellules épithéliales (Weigmann et al., 1997). La fonction
spécifique de CD133 est incertaine. Selon la littérature, CD133 se retrouve a la membrane
plasmique en des endroits enrichis en cholestérol et un réle dans I’organisation de la
membrane plasmique a été proposé (Roper, Corbeil et Huttner, 2000). De plus, la perte de
I’expression de CD133 dans les cellules de la rétine de souris a résulté en une dégénération
progressive des photorécepteurs suivie d’une perte complete de la vue (Zacchigna et al.,

2009).
1.3.7. Mode de culture des cellules souches cancéreuses CD133(+)

L’avancement rapide des connaissances sur les CSC est en partie dii a [’adaptation et a
I’application des méthodologies déja développées pour I’étude des cellules souches normales,
telles que les cellules souches neuronales. Différentes techniques de culture sont utilisées afin
de conserver in vitro les propriétés des cellules souches ou des CSC dont [’auto-
renouvellement et leur capacité a se différencier alors que d’autres techniques permettent

d’isoler les CSC d’une population cellulaire (Figure 6).
Culture des CSC CD133(+) en neurospheéres

Les conditions de culture en neurosphéres facilitent I’étude des propriétés intrinseques

des cellules souches in vitro. Les cellules provenant de tumeurs humaines primaires ou de
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lignées cellulaires stables sont cultivées en suspension (sans adhésion) dans un milieu de
culture sans sérum, mais en présence de facteurs de croissance de fibroblaste (FGF), de
facteur de croissance épidermal (EGF), de facteur de survie neuronale (NSF) et du facteur
inhibiteur de leucémie (LIF) (Reynolds et Weiss, 1992). CD133 et la protéine cytoplasmique
Nestine, deux marqueurs de cellules souches neuronales, sont fortement exprimées dans les

conditions de culture en neurosphére (Ignatova et al., 2002; Galli et al., 2004).
Enrichissement des cellules CD133(+) par tri cellulaire

Il est possible de trier les cellules CD133(+) de tumeurs primaires ou de lignées
cellulaires stables (Singh et al., 2003). Les cellules cancéreuses sont d’abord dissociées et
incubées en présence d’un anticorps spécifique & CD133. L’anticorps est lui-méme couplé a
une bille magnétique. La population cellulaire totale est ensuite déposée a I’ouverture d’une
colonne sous un champ magnétique intense. Seules les cellules CD133(+) restent prises dans
la colonne. Les cellules CD133(+) peuvent ensuite étre éluées et maintenues en culture. Cette
population qui est enrichie en marqueur CD133 est cultivée en adhésion en présence de
sérum ou en condition de culture neurosphére. La confirmation de I’enrichissement du tri

s’effectue par cytométrie en flux a I’aide d’un anticorps CD133 couplé a un fluorophore.
1.3.8. Essai néoplasique in vivo

Les cellules CD133(+) sélectionnées par la technique de neurosphere ou par tri cellulaire
peuvent étre implantées par stéréotaxie in vivo dans I’environnement cérébral de la souris.
Ainsi, I’adaptation des CSC CD133(+) a leur microenvironnement peut étre étudiée. Notre
groupe a d’ailleurs montré que le marqueur CD133 est exprimé uniquement dans une masse
tumorale provenant de cellules cancéreuses cérébrales implantées de fagon ortothopique, soit
dans I’environnement cérébral d’une souris. En effet, la protéine CD133 n’est pas exprimée

lorsque ces cellules sont implantées sous la peau prés de ’abdomen (Annabi et al., 2008).
1.4. Voies de signalisation tumorale

Le ciblage des CSC CD133(+) au sein d’une tumeur cérébrale implique une meilleure
compréhension des voies signalétiques qui contribuent a leur capacité d’initier les tumeurs,

de résister aux traitements actuels et de soutenir les processus de métastase. Les CSC
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CD133(+) sont retrouvées en haute proportion dans les glioblastomes (prés de 25% dans
certains cas). Certaines protéines dont les acteurs de la voie NF-«kB, la protéine COX-2 et les
métalloprotéinases matricielles, dont MT1-MMP, sont spécifiquement retrouvées dans les
tumeurs cérébrales de haut grade. Ces protéines pourraient étre sous le contréle principal des

CSC CD133(+).
1.4.1. Inflammation et cancer

L’inflammation est reconnue depuis longtemps pour ses effets protecteurs pour les
tissus contre les irritations, les blessures et les infections caractérisées par de la douleur et de
la fievre (Kumar et al., 2004). La réaction inflammatoire ponctuelle de courte durée a des
conséquences thérapeutiques via, par exemple, ’activation de la défense naturelle du corps
contre des organismes pathogénes étrangers. Cependant, lorsque I’inflammation devient
chronique, c'est-a-dire que la réaction inflammatoire persiste sur une longue période de
temps, elle devient dangereuse et prédispose a différentes maladies telles que les maladies

cardiovasculaires, le diabéte, ’arthrite, la maladie d’ Alzheimer et le cancer.
1.4.2. La voie de signalisation NF-kB : le pont entre ’inflammation et le cancer

Un des facteurs de transcription les plus importants dans I’initiation de la réponse
immunitaire et inflammatoire est la protéine NF-kB (Facteur Nucléaire-kappa B). NF-xB
joue un rdle crucial dans une variété de processus biologiques incluant les processus
inflammatoires, le développement de la réponse immunitaire innée et adaptative, la
neuroprotection et la dégénération, ’apprentissage et la cancérogenése. Dans plusieurs
cellules immunitaires, NF-xB régule les fonctions de la prolifération cellulaire, de la survie et
du trafic vésiculaire en ciblant la transcription de différents genes associés. L’activation
constitutive de NF-kB est associée avec plusieurs maladies telles que [’athérosclérose,

I’asthme, I’arthrite, le diabéte et le cancer (Aggarwal, 2004).

Présentement, NF-kB consiste en une famille de protéines dont Jes membres sont RelA
(appelé aussi P65), RelB, c-Rel, P50 (appelé aussi NF-kB1) et p52 (appelé aussi NF-xkB2)
pouvant former des complexes hétérodimériques et homodimériques (Widera et al., 2006).

L’activité transcriptionnelle de NF-kB est dépendante de la présence du domaine d’activation
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de la transcription Rel retrouvé dans les facteurs de transcription P65, RelB et c-Rel. Bien
que la forme commune la plus active soit [’hétérodimere P50 et P65, une homodimérisation
de P50 existe et joue comme répresseur vu I’absence d’un domaine de transactivation. Le
dimere P50-P65 existe sous une forme inactive cytoplasmique 1ié a une protéine inhibitrice
de la famille IkB. Ce complexe trimérique NF-kB-IkB peut étre activé par différents stimuli
comme des cytokines inflammatoires, des neurotransmetteurs ou des facteurs de croissance.
L’activation du complexe NF-«kB se déroule via la phosphorylation de la protéine IkB par les
protéines IxB kinases (IKK). L’inhibiteur IxB sera par la suite ubiquitiné et dégradé par le
protéasome. L’hétérodimere NF-kB actif transloque au noyau ou il régule I’expression de

plus de 200 geénes différents (Kaltschmidt, Widera et Kaltschmidt, 2005) (Figure 7).

Plusieurs carcinogénes, comme le 7,12 diméthyle-benz(a)anthracéne (DMBA) ou la
fumée de cigarette et des promoteurs de tumeurs de la famille des phorbols esters peuvent
induire ’activation de NF-kB (Anto et al., 2002; Banerjee, Bueso-Ramos et Aggarwal, 2002).
Aussi, le facteur tumoral nécrotique (TNF) influence la carcinogénése via I’induction de la
prolifération, I’invasion et les processus métastatiques des cellules cancéreuses. Le TNF est

d’ailleurs I’activateur le plus puissant de NF-xB (Chen et al., 2002; Shishodia et al., 2003).

L’hétérodimere NF-xB est constitutivement actif dans la plupart des lignées cellulaires
alors qu’il est activé sous différentes conditions dans les cellulaires immunitaires.
L’activation constitutive de NF-xB n’est pas retrouvée uniquement dans les lignées
cellulaires, mais aussi dans les tissus cancéreux de patients atteints de leucémie (Kordes et
al., 2000), du cancer de la prostate (Palayoor et al., 1999), du cancer du sein (Nakshatri et al.,
1997) et de glioblastome (Raychaudhuri et al., 2007). La suppression de NF-xB dans ces
tumeurs in vitro inhibe la prolifération, cause I’arrét du cycle cellulaire et méne a I’apoptose.
Ces résultats soulignent les roles cruciaux de NF-kB dans la prolifération et la survie

cellulaire.
1.4.3. NF-xB est un joueur clé de ’expression de la protéine COX -2

L’aspirine est I’une des drogues anti-inflammatoires non stéroidiennes (NSAID) la plus
utilisée de par le monde. En 1970, Sir John Vane a élucidé les mécanismes anti-

inflammatoires de I’aspirine. L’aspirine et autre NSAID inhibent les cyclooxygénases (COX)
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qui jouent différents roles importants dans les processus inflammatoires (Vane, 1971). Les
COX sont majoritairement sous le contréle de la voie de signalisation NF-kB (Tsatsanis et

al., 2006).

Des études subséquentes sur la biologie des enzymes COX ont mené a la distinction
entre deux enzymes COX différentes, soit COX-1 (Yokoyama, Takai et Tanabe, 1988) et
COX-2 (Xie et al., 1991). L’enzyme COX-1 est maintenue a un niveau d’expression basal
nécessaire a I’homéostasie des tissus. De son coté, COX-2 est activée sous certaines
conditions stressantes ou via I’action d’oncogénes. Les enzymes COX sont impliquées dans
la biosynthese des prostaglandines a partir de I’acide arachidonique. Dans la réaction initiale,
COX catalyse la formation d’un intermédiaire instable appelé prostaglandine G2 qui est par
la suite convertit en prostaglandine H2 par I’activité peroxidase de COX (Smith, DeWitt et
Garavito, 2000). La prostaglandine H2 est le précurseur de différentes prostaglandines
produites par ’action de prostaglandines synthases spécialisées. Une prostaglandine ainsi
produite est la PGE2 qui est surexprimée dans plusieurs cancers et qui influence plusieurs
processus cancéreux. Les prostaglandines exécutent leurs différents rdles en liant des

récepteurs membranaires qui leur sont spécifiques, soient EP1-4.

L’enzyme COX-2 etles prostaglandines produites sont importantes pour un grand
nombre de processus physiologiques normaux incluant la modulation de la réponse
inflammatoire, la protection de la muqueuse gastro-intestinale, le maintien de I’homéostasie
rénale et la régulation de la coagulation sanguine (Funk, 2001). Cependant, une expression
soutenue de COX-2, via une activité transcriptionnelle constitutive de NF-«xB, s’avere
importante dans les processus carcinogéniques des gliomes. En effet, il se trouve qu’une
augmentation de la prostaglandine PGE2 au sein des gliomes est corrélée avec le grade
tumoral des gliomes (Castelli et al., 1989; Paoletti et al., 1989). Il a aussi été démontré que
’augmentation du grade tumoral des gliomes corréle avec un haut pourcentage de cellules
exprimant COX-2. L’enzyme COX-2 retrouvée en forte abondance dans les tumeurs est signe

d’un pronostic faible chez les patients atteints de glioblastome (Shono et al., 2001).
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1.4.4. Role de NF-kB et de COX-2 dans le cancer

La voie NF-xB et celle de COX-2/PGE2 influencent plusieurs des grandes signatures
du cancer, dont I’autonomie en facteurs de croissance, 1’insensibilité aux signaux d’arrét de

croissance, la résistance a |’apoptose et le soutien de I’angiogenése tumorale (Figure 8).

Le facteur de transcription NF-kB est utilisé par différents oncogenes ou différents
facteurs de croissance/cytokines pour stimuler la croissance cellulaire. C’est le cas de la
protéine oncogéne Ras qui est activée constitutivement dans plusieurs cancers dont les
gliomes (Russell et al., 2002) et qui stimule la croissance et la survie cellulaire via la
phosphorylation de IkB puis I’activation subséquente de NF-kB (Mayo, Norris et Baldwin,
2001). Deux autres protéines clés de I’initiation tumorale, de la survie et de la prolifération
cellulaire sont les oncogénes c-myc et Pim-2 dont les activités dans la carcinogénese
s’effectuent via NF-kB (Kim et al., 2000; Fox et al., 2003). De plus, les cytokines TNF et les
interleukines 1 et 6, (Pahl, 1999) ainsi que le EGF (Biswas et al., 2000) activent NF-xB afin
de promouvoir leur effet prolifératif. Du c6té de la protéine COX-2, son activation aberrante
méne a une surproduction de la PGE2 qui active constitutivement les voies Ras-MAPK
(Pozzi et al., 2004) et la voie PI3K/Akt (Tessner et al., 2004), toutes deux impliquées dans la

stimulation de la croissance, la prolifération et la survie cellulaire.

Un des mécanismes par lequel les signaux d’arrét de croissance peuvent bloquer la
prolifération cellulaire est en empéchant les cellules de quitter la phase G1 du cycle cellulaire
qui maintient les cellules dans un état quiescent. Pour empécher la séquestration des cellules
cancéreuses en phase G1, NF-kB peut transcrire des genes pro-mitotiques. Une des cibles de
NF-«B est la cycline D1 utilisée par les cellules pour passer de la phase G1 a la phase S, soit
le début de la division cellulaire (Toualbi-Abed et al., 2008). Un autre mécanisme qui dicte
aux cellules d’entrer en arrét de croissance est par I’implantation d’un programme de
différenciation post-mitotique irréversible (Hanahan et Weinberg, 2000). Dans différentes
tumeurs, une surexpression de la P-caténine via la voie WNT permet de bloquer ce
programme de différenciation définitif. Des évidences récentes indiquent que la voie COX-
2/PGE2 peut activer I’expression de la B-caténine (Castellone et al., 2005) et ainsi contourner

les voies de différenciation et empécher 1’arrét de croissance cellulaire.
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Les cellules cancéreuses échappent a I’apoptose en exprimant différement les protéines
pro-apoptotiques ou pro-survies comparativement aux cellules saines. Une surexpression de
protéines pro-survies déséquilibre la balance mort/survie et méne vers une prolifération
cellulaire incontrdlée. Les protéines NF-kB et COX-2 peuvent supprimer [’apoptose en
induisant I’expression de protéines pro-survies de la famille de BCL-2 telles que les protéines
Bel-2, Bel-xL et Al (Sheng et al., 1998; Mayo et Baldwin, 2000; Yang et al., 2003). NF-xkB
induit I’expression de protéines qui inhibent I’apoptose telles que la protéine inhibitrice de
I’apoptose (c-IAP) (Chu et al., 1997), la caspase-8-c-FLIP (Kreuz et al., 2001) et les
récepteurs au TNF (TRAF1-2) (Baud et Karin, 2001). De plus, COX-2/PGE2 activent des
voies pro-survies telles q ue PI3K/AKT (Tessner, Muhale et al. 2004), Ras/MAPK/ERK
(Pozzi, Yan et al. 2004) et I’activation du récepteur au facteur de croissance épidermal
(EGFR) (Pai, Soreghan et al. 2002).

L’angiogenése, soit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, est un processus
complexe & plusieurs étapes qui nécessite, entre autres, le remodelage de la matrice
extracellulaire ainsi que la migration et la prolifération des cellules endothéliales. Sous des
conditions normales, ce processus requiert une balance entre des facteurs pro-angiogéniques
et anti-angiogéniques qui attirent ou repoussent les cellules endothéliales. Parmi ces facteurs
pro-angiogéniques figurent des facteurs de croissance et des chemokines. Le facteur de
transcription NF-kB régule I’expression génique de différentes chemokines (ex. MCP-1, IL-
8) et de facteurs de croissance (ex. TNF, VEGF, FGF) produits par les macrophages, les
neutrophiles et d’autres cellules inflammatoires (Loch et al., 2001). Dans les glioblastomes,
’activation constitutive de NF-kB meéne aussi a la transcription de ces facteurs et influence
’angiogenése tumorale (Chilov et al., 1997; Korkolopoulou et al., 2008). La surexpression de
la voie COX-2/PGE2 mene aussi & I’induction de la production de facteurs pro-
angiogéniques tels que le VEGF et le FGF (Tsujii, Kawano et al. 1998) soulignant

Pimportance de COX-2 et de NF-kB dans les processus d’angiogenése tumorale.
1.5. Phénotype invasif des cancers cérébraux

Un enjeu majeur propre aux gliomes malins est leur tendance a infiltrer le tissu sain
adjacent aux tumeurs primaires dans le cerveau. En effet, cette nature invasive des gliomes

joue un réle important dans I’inefficacité des traitements présentement disponibles puisque
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les cellules cancéreuses résistantes infiltreront inévitablement les tissus normaux
environnants menant & la récurrence des tumeurs. Les métastases ainsi formées sont
responsables de la majorité des déces associés aux gliomes (Nakada et al., 2007). Certains
membres de la famille des métalloprotéinases matricielles sont impliqués dans les processus

métastatiques et sont surexprimés dans les gliomes malins (Demuth et Berens, 2004).
1.5.1. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC), qui est en majorité détruite lors de I’invasion
tumorale, est un environnement dynamique. En effet, la réorganisation normale ou
pathologique de la MEC joue des réles essentiels lors du développement embryonnaire, la
réparation de tissu, I’inflammation, [’angiogenése, I’invasion tumorale et les métastases. La
MEC est composée de collagénes, de glycoprotéines et de protéoglycanes ainsi que de
plusieurs facteurs solubles impliqués dans la motilité tels que différents facteurs de
croissance, cytokines et des molécules d’adhésion. La MEC est majoritairement dégradée par
les métalloprotéinases matricielles (MMPs). La dégradation de la MEC par les MMPs
n’augmente pas seulement I’invasion tumorale mais affecte aussi les comportements des

cellules cancéreuses et meéne a la progression du cancer (Figure 9).
1.5.2. Structure des métalloprotéinases matricielles

Les métalloprotéinase matricielles (MMPs) se rassemblent en une famille multigénique
de prés de 25 membres connus a ce jour pouvant étre divisée en 8 groupes, selon leurs
différents domaines. Toutes les MMPs contiennent un pré-domaine a ’extrémité N-terminale
requis pour leur sécrétion normale. Ce pré-domaine est suivi d’un pro-domaine qui maintien
la forme latente de ’enzyme au contact d’un ion zine. Cet ion zinc est essentiel a I’activité du
domaine catalytique qui suit le pro-domaine. Le centre catalytique des MMPs contient un
motif de liaison au zinc hautement conservé (Bjorklund et Koivunen, 2005). Ce domaine
interagit avec les inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMP) et leurs substrats protéiques
(Figure 10). Bien que la majorité des MMPs soit sécrétée, certaines d’entre elles contiennent
un domaine transmembranaire utilis¢é comme site d’ancrage de ces protéines a la surface
cellulaire. Ces MMPs transmembranaires (MT-MMP), en plus de leur domaine d’ancrage a la

membrane plasmique, ont parfois un court domaine cytoplasmique (Stocker et al., 1995).
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1.5.3. Rdles et régulation de la MT1-MMP

Parmi les différentes MMPs, plusieurs évidences montrent que la MT1-MMP est
I’enzyme clé impliquée dans les processus d’invasion tumorale des gliomes (Nakano et al.,
1995; Yamamoto et al., 1996). Ces roles se situent dans la locomotion cellulaire, dans la
dégradation de la MEC et dans les voies d’activation des MMPs solubles. L’invasion
tissulaire controlée par MT1-MMP est directement liée a la carcinogénese et aux métastases

(Egeblad et Werb, 2002).

L’enzyme MTI-MMP est synthétisée sous forme zymogene et une activation
protéolytique est requise pour cliver le groupe NH2 terminal. La reldche de ce pro-domaine
expose le site actif de MT1-MMP qui se révéle alors pleinement fonctionnel. MT1-MMP est
régulée par plusieurs mécanismes différents incluant [’inhibition par les TIMPs,
I’oligomérisation, le clivage protéolytique, la glycosylation, le trafic vésiculaire,
’internalisation et son recyclage (Jiang et al., 2001; Osenkowski, Toth et Fridman, 2004;

Remacle et al., 2006).

MTI-MMP a une activité protéolytique a large spectre. Cette enzyme peut cliver de
multiples cibles cellulaires ou extracellulaires. Une liste partielle des cibles clivables de la
MT1-MMP inclue différentes MMPs dont la MMP-2 et la MMP-13, des protéines retrouvées
dans la MEC, telles que le collagene, la fibronectine, la vitronectine et la laminine, des
récepteurs membranaires dont CD44 et des cytokines ou des facteurs de croissance situés
dans la MEC comme I’interleukine-8 et le facteur de croissance tissulaire (Rozanov et al.,

2002; Nakamura et al., 2004; Egawa et al., 2006).

La surexpression d’une forme recombinante de MTI-MMP a I’aide d’un plasmide
cause un changement phénotypique et augmente la carcinogénese des cellules cancéreuses
(Golubkov et al., 2006). Ces changements suggerent que MT1-MMP régule plusieurs
fonctions cellulaires et affectent, directement ou indirectement, un nombre de voies de
signalisations cellulaires (D'Alessio et al., 2008). Ces voies de signalisation ne sont pas

suffisamment caractérisées.
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1.5.4. Réles de la MT1-MMP dans les signatures de gliomes invasifs

Les tumeurs de type glioblastome sont hautement invasives. La dégradation de la MEC
est un préalable afin que les cellules cancéreuses infiltrent les tissus sains voisins et que les
cellules endothéliales puissent migrer au lieu de la néovascularisation lors de I’angiogenése
tumorale. Plusieurs évidences s’accumulent et impliquent la famille des MMPs dans ces
processus, en particulier MT1-MMP (Figure 8) et sa cible protéolytique MMP-2. Des études
montrent une surexpression de I’expression de la MMP-2 dans les GBM. L’augmentation de
MTI-MMP est aussi corrélée histologiquement avec le grade malin des gliomes (Lampert et

al., 1998; Ozen et al., 2004).

Un modéle du réle de MT1-MMP dans I’invasion des gliomes a été proposé (Fillmore,
VanMeter et Broaddus, 2001). D’abord, des signaux cellulaires, tels que des facteurs de
croissance, des molécules de la MEC et des changements de la morphologie cellulaire,
convergent vers |’augmentation de I’expression des MMPs, dont MT1-MMP. Par la suite,
MTI-MMP et la pro-MMP2 sont synthétisées et amenées vers la membrane plasmique des
cellules tumorales. La MMP-2 est relachée a I’extérieur des cellules alors que MT1-MMP
s’ancre a la membrane. S’ensuit |’activation de la pro-MMP2 par MT1-MMP. Ce processus
implique la formation d’un complexe ternaire entre MT1-MMP, TIMP2 et la pro-MMP2. La
MMP-2 dégagée de son pro-domaine s’active et dégrade la MEC locale. MT-MMP clive
aussi la MEC indépendamment de la MMP-2. La voie ainsi ouverte vers les tissus voisins
permet aux cellules tumorales de s’y infiltrer et d’initier les processus d’invasion et de

métastase.

Outre le réle classique de protéolyse exercée par le domaine catalytique extracellulaire
de la MTI-MMP, son court domaine cytoplasmique a ¢té associ€¢ & des activités de
signalisation. De nouvelles fonctions sont associées au domaine intracellulaire de MT1-MMP
incluant ’activation de la voie TGFbeta/AlkS menant a I’angiogenése via le PGE2 (Alfranca
et al., 2008), la mobilisation du calcium intracellulaire (Fortier et al., 2008), la régulation de
la balance entre la survie et la mort cellulaire (Belkaid et al., 2007; Fortier et al., 2008) et la
radiorésistance des cellules gliales (Wild-Bode et al., 2001). Plus récemment, notre groupe a

montré que MT1-MMP est un joueur principal dans la formation de neurosphéres dérivées de
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médulloblastomes et est responsable du haut potentiel invasif des cellules CD133(+) (Annabi

etal., 2008).
1.6. Concept de niche vasculaire

Les cellules souches normales et cancéreuses se retrouvent physiquement dans un
microenvironnement particulier, ou niche, qui leur permet de maintenir leur état quiescent et
de préserver leur potentiel a proliférer et a se différencier (Fuchs, Tumbar et Guasch, 2004).
Il est admis que la niche des cellules souches neuronales se situe normalement pres d’un
vaisseau sanguin. L’hétérogénéité cellulaire retrouvée dans la niche vasculaire génere une
variété de molécules de signalisation qui contrdlent le nombre de cellules souches, leur
prolifération et leur différenciation (Diabira et Morandi, 2008). Récemment, les CSC
CD133(+) et Nestine(+) ont été identifiées prés de capillaires sanguins (Calabrese et al.,
2007) dans les tumeurs cérébrales. Cette méme étude montre que les cellules endothéliales
interagissent sélectivement avec les CSC CDI133(+) et leur fou rnissent des facteurs qui

maintiennent 1’auto-renouvellement de ces CSC et leur état indifférencié.

Des évidences récentes suggerent que la relation entre les CSC et la niche vasculaire soit
bidirectionnelle : comme la niche peut supporter la croissance et le renouvellement des CSC,
les CSC peuvent contribuer au maintien de la niche. Un groupe a montré que les CSC
dérivées de gliomes sécrétent un niveau remarquablement élevé de VEGF, qui augmente
significativement la migration des cellules endothéliales et la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins (Bao et al., 2006).

Une caractéristique connue de la niche vasculaire est que la tension d’oxygene y est trés
faible (entre 3% et 5%). L’hypoxie joue un rdle important dans la destinée des cellules
souches car cette condition critique inhibe leur différenciation (D'Ippolito et al., 2006).
L’hypoxie induit le facteur de transcription inductible hypoxique (HIF) activant plus de 100
génes cruciaux impliqués dans I’adaptation a I’environnement hypoxique (Semenza et Wang,
1992). 11 a été montré récemment que la voie COX-2/PGE2 est surexprimée par le
microenvironnement hypoxique dans différents types de tumeurs via HIF (Kaidi et al., 2006).
Ces nouvelles découvertes soulignent les roles dans la carcinogénése de la voie COX-2/PGE2

puisqu’elle promeut la survie cellulaire dans un environnement hypoxique, une propriété
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essentielle que les cellules tumorales doivent acquérir afin de se propager et progresser in
vivo (Vaupel, Mayer et Hockel, 2004). Aussi, la survie cellulaire des cellules cancéreuses
sous condition hypoxique est contrdlée par la voie de signalisation NF-xB. En effet,
’hypoxie (Koong et al., 1994) et le PGE2 (Poligone et Baldwin, 2001) peuvent activer la
transcription des membres transcriptionnels de NF-xB. De plus, puisque le manque
d’oxygéne et la signalisation COX-2/PGE2 régulent, indépendamment, la promotion de
’angiogenése, il a été suggéré que la voie COX-2/PGE2 et I’hypoxie peuvent promouvoir en

synergie les processus angiogéniques dans la niche vasculaire (Kaidi et al., 2006).

L’hypoxie, via HIF, induit I’angiogenése tumorale (Giordano et Johnson, 2001). En
effet, des évidences ont montré que 1’expression de HIF en condition hypoxique est un stress
cellulaire essentiel dans la surexpression de la MMP-2, 1a MMP-9 et la MT1-MMP (Kondo et
al., 2002; Fujiwara et al., 2007). La surexpression des MMPs peut promouvoir I’angiogenese
en modulant la MEC, en modifiant I’ancrage des cellules endothéliales, en influengant la
prolifération, la migration et la croissance cellulaire par la reldche de facteurs de croissance
tels que le VEGF et le FGF entreposés dans la MEC (Vu et al., 1998; Gerber et al., 1999;
Fang et al., 2000). HIF induit aussi des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et le
FGF (Jensen et al., 2006).
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Pré-opération Post-opération 12 mois 17 mois

Figure 1 : Récurrence locale des glioblastomes. Un glioblastome du c6té occipital droit (a
gauche) a été retiré par chirurgie puis une imagerie par résonance magnétique (IRM) post-
opératoire a été prise (centre gauche) afin de confirmer une résection sous-totale. Une
radiothérapie et une chimiothérapie ont été¢ administrées. Douze mois plus tard, une IRM
routiniére a décelé une tumeur récurrente adjacente a la cavité de la résection a été observée
(centre droit). Dix-sept mois aprés I’opération, le patient mourrait (droit) (Nakada et al.,

2007).
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Autosuffisance en
facteurs de croissance

Contournement Insensibilité aux signaux
| del'apoptose d’arrét de croissance

Maintenir Invasion tissulaire
I’angiogenése et métastase

Trés haut potentiel

de réplication

Figure 2: Signatures du cancer. La majorité des cellules cancéreuses, lors de leur
développement, acquierent les six signatures du cancer. Cependant, les stratégies d’obtention

de ces signatures peuvent varier d’un cancer a |’autre (Hanahan et Weinberg, 2000).
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A. Modele Stochastique B. Modéle des Cellules
Souches Cancéreuses
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Figure 3 : Deux modéles généraux de développement tumoral. A. Le modéle stochastique
stipule que les cellules de la masse tumorale sont relativement homogeénes et la majorité des
cellules peuvent proliférer sans limites et former de nouvelles tumeurs. B. Le modéle des
cellules souches cancéreuses stipule que les cellules de la masse tumorale sont hétérogeénes et
seule une portion de cellules souches cancéreuses (CSC; jaune) ont la capacité de proliférer
indéfiniment et de former de nouvelles tumeurs (Reya et al., 2001).



Drogues ciblant
les CSC d’une

La tumeur perd ses capacités a
générer de nouvelles cellules

Drogues ciblant
les cellules
cancéreuses
mais pas les
CcsC

Tumeur diminue de
taille mais récidive

Figure 4: Cibler les cellules souches cancéreuses pour de meilleurs pronostics en
clinique. Les thérapies conventionnelles diminuent la taille des tumeurs en ciblant les
cellules avec un potentiel prolifératif limité. Comme les CSC sont moins sensibles a ces
thérapies, elles resteront viables apres les traitements et pourront rétablir la tumeur. Par
contre, si les agents thérapeutiques peuvent cibler ou induire la différenciation des CSC,
les tumeurs auront plus de difficulté a se maintenir et se développer. En effet, méme si les
thérapies ciblant les CSC ne diminuent pas initialement la taille les tumeurs, elles
meneront éventuellement & une guérison (Reya et al., 2001). (CSC : cellules souches
cancéreuses)
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aa 508-792

aa 179-433

CD133

Milieu extracellulaire

aa 20-108

Cytoplasme aa 814-865

aa 130-157 aa 455-4806

Figure S : Topologie membranaire prédite de CD133. Les cercles bleus indiquent les sites
potentiels de glycosylation (Bidlingmaier, Zhu et Liu, 2008).
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A. @ Marquage magnétique
O, Les cellules CD133(+) sont marquées
Qeirss Cellul a l'aide d'un anticorps anti-CD133
cancéreuse L i . s - "
CD133(+) couplé a une bille magnétique.
Champ magnétique Séparation magnétique
\ Sous un champ magnétique intense, seules
les cellules CD133(+) marquées sont
retenues dans |a colonne alors que les autres
o % cellules non marquées ne sont pas retenues.
Aprés la séparation de la colonne du champ
magnétique, les cellules sont éluées et
représentent la fraction cellulaire enrichie en
marqueur CD133.
B. — —
%0 00, Di iati t i It /@@~ N
S.0%050 issociation et remise en culture | -4
Monocouche Neurosphére CD133(+)

{cellules adhérentes)

Milieu neurosphére:

EGF, bFGF, NSF, LIF (cellules en suspension)

Figure 6 : Deux techniques d’enrichissement de cellules CD133(+). A) La technique de tri
cellulaire implique I’incubation de la population cellulaire totale avec un anticorps CD133(+)
couplé a une bille magnétique. Ces cellules marquées sont retenues a l’intérieur d’une
colonne en présence d’un fort champ magnétique. B) La condition de culture neurosphére
implique que les cellules sont dissociées puis cultivées en suspension dans un milieu enrichi
en facteurs de croissance. Les agrégats de cellules ainsi formés sont des neurospheres

exprimant le marqueur CD133.
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Figure 7 : Mécanismes moléculaires menant a I’activation de NF-«kB. Les sous-unités
P50-P65-1kB forment un complexe trimérique latent. Différents signaux stimulateurs de la
voie NF-kB agissent sur ’activation du complexe IKK qui phosphoryle et induit la
dégradation de 1’inhibiteur IxB-a par le protéasome. Le complexe dimérique actif P50-P65
transloque au noyau afin d’activer la transcription de plus de 200 génes cibles (Krakauer,
2008).
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Figure 8 : Roles et phénotypes associés a NF-kB, COX-2, MT1-MMP et CD133 dans les
cancers. CD133 est un marqueur de surface des cellules souches qui expriment normalement
la télomérase ce qui leur confere un potentiel de réplication infini. Le facteur de transcription
NF-xB régule I’expression de COX-2. Lorsque NF-xB et COX-2 sont constitutivement
activées dans une cellule cancéreuse, ces protéines sont impliquées dans 1’acquisition de
’autonomie en facteur de croissance, dans la résistance a ’apoptose et aux signaux d’arrét de
croissance ainsi que dans le soutien de ’angiogenése tumorale. Pour sa part, la surexpression
de MTI1-MMP participe & I’invasion tissulaire et aux processus métastasiques. MT1-MMP,
via son domaine cytoplasmique, serait impliquée dans la transduction de signaux
intracellulaires dont les caractéristiques principales restent encore méconnues.
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Figure 9: Dégradation de la MEC et promotion de la croissance tumeorale par les
MMPs. Les MMPs stimulent la croissance des cellules cancéreuses via ’interaction avec les
composés de la matrice extracellulaire (MEC). Les MMPs contribuent & [’angiogenése en
augmentant la biodisponibilité des facteurs pro-angiogéniques. Les MMPs régulent aussi
I’invasion et la migration en dégradant les composés structurels de la MEC (Rao, 2003).
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Figure 10: Structure générale des MMPs et illustration de leur site catalytique. A)
Domaines structuraux des MMPs gélatinases et de type membranaire. Pre, séquence signal;
Pro, propeptide; Zn, site de liaison de I’ion-zinc. B) Architecture du site catalytique des
MMPs. Le groupe thiol de la cystéine présente dans la s€quence PRCGXPD de la structure
du propeptide interagit avec 1’ion-zinc catalytique résultant en la forme latente des MMPs.
Lors de I’activation, une molécule d’eau remplace le groupe thiol (Bjorklund et Koivunen,
2005; Société-canadienne-du-cancer, 2008).




CHAPITRE II

PRESENTATION DU PROJET

Plusieurs évidences lient la sous-population tumorale de CSC CD133(+) a la source
des tumeurs cérébrales. Elles sont impliquées dans I’initiation, le maintien et I’expansion de
ces cancers. Pour y parvenir, les CSC CD133(+) semblent acquérir chacune des signatures
des cancers, soit I’autosuffisance en signaux de croissance, 1’insensibilité aux signaux d’arrét
de croissance, la résistance aux mécanismes d’apoptose, le potentiel de réplication infini, le
soutien a |’angiogenése tumorale et la capacité a envahir les tissus et métastaser. De plus, la
population CD133(+) retrouvée dans les gliomes de haut grade (GBM) semble étre
responsable de la résistance aux traitements de radio-chimiothérapie. Cependant, les
protéines associées a ces différentes fonctions des CSC CDI133(+) sont inconnues. La
protéine COX-2, la voie de signalisation NF-kB et la protéine MTI-MMP sont aussi
retrouvées dans les gliomes de hauts grades et prédisent de mauvais pronostics chez les
patients atteints de GBM. La convergence des roles de ces protéines dans la carcinogénése
pourrait permettre aux CSC CDI133(+) d’adhérer a chacune des signatures du cancer et

influencer leur comportement face aux traitements cytotoxiques.

De plus en plus d’évidences tendent a montrer que MTI-MMP ne joue pas
exclusivement un rdle de protéase mais serait aussi impliquée dans la transduction de signaux
intracellulaires. Les différents réles de la MT1-MMP et de COX-2 portent & croire qu’elles
soient deux enzymes clés des différentes propriétés de résistance et d’invasion des CSC
CD133(+). Compte tenu de ces informations, nous avons examiné si les cellules CD133(+) de
glioblastomes présentent une expression accrue de MT1-MMP et de COX-2 et avons étudié
I’existence d’un axe de signalisation MT1-MMP/COX-2. A ce jour, bien que des corrélations
entre ces deux protéines aient été avancées (Kuge et al., 2007; Vardar-Sengul et al., 2008),

aucun lien moléculaire n’a encore été démontré entre MT1-MMP et COX-2.

Objectif 1 : Caractériser I’expression de MTI-MMP et de COX-2 dans les CSC
CD133(+) dérivées de glioblastome
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Nous avons évalué, dans un premier temps, I’expression protéique de CD133, COX-2
et MT1-MMP dans la lignée cellulaire U87 de GBM en condition de culture neurosphéres.
Nous montrons que les neurosphéres CD133(+) ont un profil d’expression accrue en MT1-
MMP et en COX-2 lors d’expérience d’immunobuvardage de type Western blot. Nous avons
aussi observé ces mémes marqueurs dans la lignée cellulaire de glioblastome U87 enrichie en
CD133 a I’aide du tri cellulaire. Dans un méme ordre d’idée, une population enrichie en
cellules CD133(+) correle avec une expression génique élevée de MT1-MMP et de COX-2

comparativement aux cellules parentales.

Afin de dévoiler un lien moléculaire entre MT1-MMP et COX-2, nous avons
surexprimé MTI-MMP a ['aide de sa forme recombinante contenue dans un vecteur
d’expression dans les cellules U87 cultivées en monocouches ou en condition neurospheéres.
Nous montrons une augmentation significative de I’expression génique et protéique de COX-
2 lors de la surexression de MT1-MMP. De plus, I’inhibition de la traduction de MT1-MMP
a I’aide d’un ARN interférent diminue le niveau d’expression protéique de COX-2 en dega du

niveau basal chez les neurosphéres.

Objectif2:  Ktudier les voies de signalisation impliquées dans la régulation de COX-
2 via MT1-MMP dans les CSC CD133(+)

Afin de questionner si le domaine catalytique ou la région cytoplasmique de MT]1-
MMP jouent un réle dans la surexpression de COX-2, les U87 ont été traitées a 1’aide de
I’Ilomastat, une molécule inhibitrice a large spectre de la fonction catalytique des MMPs dont
la MTI-MMP. La transfection de la forme recombinante de MTI-MMP dans les cellules
traitées a I’Ilomastat induit tout de méme I’expression de COX-2. Ce résultat indique que la
transduction des signaux via le domaine cytoplasmique de MT1-MMP est indépendante de

son domaine catalytique.

Pour étudier une voie de signalisation empruntée par MT1-MMP dans la régulation
de I’expression de COX-2, nous avons eu recours a des cellules de fibroblaste d’embryon de
souris (MEFs) mutées pour différents membres de la voie de signalisation de NF-xB dont les
membres P50 et P65 (MEF-P50" et P657). A I’aide de ces outils, nous avons montré que la
protéine P50 est essentielle, et non la protéine P65, au cheminement du signal de MT1-MMP

vers la transcription du géne de COX-2.
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Abstract

Background : The CD133(+) stem cell population in recurrent gliomas is associated with
clinical features such as therapy resistance, blood-brain barrier disruption and, hence, tumor
infiltration. Screening of a large panel of glioma samples increasing histological grade
demonstrated frequencies of CDI133(+) cells which correlated with high expression of
cyclooxygenase (COX)-2 and of membrane type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP).
Methods : We used qRT-PCR and immunoblotting to examine the molecular interplay
between MT1-MMP and COX-2 gene and protein expression in parental, CD133(+), and
neurospheres U87 glioma cell cultures. Results : We found that CD133, COX-2 and MT1-
MMP expression were enhanced when glioma cells were cultured in neurosphere conditions.
A CDI133(+)-enriched U87 glioma cell population, isolated from parental U87 cells with
magnetic cell sorting technology, also grew as neurospheres and showed enhanced COX-2
expression. MT1-MMP gene silencing antagonized COX-2 expression in neurospheres, while
overexpression of recombinant MT1-MMP directly triggered COX-2 expression in U87 cells
independent from MT1-MMP’s catalytic function. COX-2 induction by MT1-MMP was also
validated in wild-type and in NF-kB P65” mutant mouse embryonic fibroblasts, but was
abrogated in NF-kB] (P50 mutant cells. Conclusions : We provide evidence for enhanced
COX-2 expression in CD133(+) glioma cells, and direct cell-based evidence of NF-kB-
mediated COX-2 regulation by MT1-MMP. The biological significance of such checkpoint
control may account for COX-2-dependent mechanisms of inflammatory balance responsible

of therapy resistance phenotype of cancer stem cells.
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Background

Despite significant improvements, current therapies have yet to cure infiltrative gliomas.
Therapy resistance is possibly attributable to cancer stem cells (CSC), a small subpopulation
of cells within the brain tumor mass responsible for the initiation and maintenance of the
tumor [1]. Recently, small populations of CSC in adult and pediatric brain tumors were
identified and, once isolated from tumor tissues, formed neurospheres when cultured in vitro
[2, 3]. 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 both drugs and ionizing radiation [4, 5]. While the brain tissue
microenvironmental niche is a prerequisite for expression of the stem cell marker CD133
antigen in brain tumors [6], its expression level is also thought to predict clinical outcome in

glioma patients [7, 8].

High cyclooxygenase (COX)-2 expression is another condition associated with clinically
more aggressive gliomas and is, along with CD133, a strong predictor of poor survival [9,
10]. COX-2 is an inducible enzyme responsible for prostaglandin production at sites of
inflammation [11, 12]. In human glioblastoma, COX-2 performs important functions in
tumorigenesis [13] and inhibitors of eicosanoid biosynthesis have been shown to suppress
cell proliferation and to promote astrocytic differentiation [14]. Since COX-2 protein is
overexpressed in the majority of gliomas, it is therefore considered to be an attractive
therapeutic target [15, 16]. In fact, enhancement of glioblastoma radioresponse by the
selective COX-2 inhibitor celecoxib was recently reported [17]. Paradoxically, the
effectiveness of COX-2 inhibitors on glioma cell proliferation and radioresponse
enhancement was also found to be independent of COX-2 protein expression [18]. This
evidence suggests that alternate signaling molecules are associated to therapy resistance and
involved in regulating COX-2 expression. These alternate molecules may possibly become

attractive therapeutic targets.
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Membrane-type matrix metalloproteinases (MT-MMP) constitute a growing subclass of
MMP [19]. While most of the MMP are secreted, the MT-MMP are membrane-associated
and a number of these have cytoplasmic domains which are important in cellular signaling
[20-22]. MTI1-MMP is the best-characterized MT-MMP. In addition to activation of
proMMP-2, MT1-MMP displays intrinsic proteolytic activity towards extracellular matrix
(ECM) molecules. The increased expression levels of several members of the MMP family
have been shown to correlate with the graded level of gliomas, including MT1-MMP. Aside
from its classical roles, many new functions of MTI-MMP were recently demonstrated,
including a role in PGE,-induced angiogenesis [23], platelet-mediated calcium mobilization
[24], regulation of cell death/survival bioswitch [22, 25], and radioresistance in both glioma
cells [26, 27] and endothelial cells [28]. Finally, the recent demonstration that MT1-MMP
also plays a role in medulloblastoma CD133(+) neurosphere-like formation and increased
invasiveness [6] reinforces the need to design new therapeutic strategies that either directly

target MT1-MMP functions or its associated signaling functions.

In the present study, we examined whether CD133(+) U87 glioma cells are characterized by
increased COX-2 and MT1-MMP expression, and whether a potential MT1-MMP/COX-2
signalling axis might be important with respect to the therapy-resistant phenotype of CSC.
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Methods

Materials

Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma
(Oakville, ON). Cell culture media was obtained from Invitrogen (Burlington, ON).
Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced
chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé,
QC). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The
polyclonal antibodies against CD133 and COX-2, 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 U87 glioblastoma cell line was purchased from American Type Culture
Collection (Manassas, VA) 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/m| 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 [29] containing Ex Vivo 15 (Lonza, Walkersville, MD), 20 ng/ml|
basic fibroblast growth factor, 20 ng/ml of epidermal growth factor (Wisent, St-Bruno, QC),
20 ng/ml leukemia inhibitory factor (Sigma, Oakville, ON) and 1X neural survival factor-1
(Lonza, Walkersville, MD). Murine L929 (L) cells were maintained as previously described
[30]. NF-xB P507" and P65 immortalized fibroblasts were obtained from Dr David
Baltimore (California Institute of Technology, Pasadena, CA, USA).

Magnetic cell sorting and flow cytometry
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Confluent U87 glioma parental cells were harvested with cell dissociation buffer (Hank’s
based; Invitrogen), centrifuged at 800 x g for 5 min and resuspended in 1x PBS with 0.5%
BSA and 2 mM EDTA. Magnetic labeling with 100 pul AC133 (CD133/1) Microbeads per
10° cells was performed for 30 minutes at 4°C using a CD133 Direct Cell Isolation kit
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Fifty ul of 293C3 (CD133-2)-phycoerythrin (fluorochrome-
conjugated mouse monoclonal IgG2b; Miltenyi Biotec) was added for an additional 10 min at
4°C to evaluate the efficiency of magnetic separation by flow cytometry. Magnetic separation
was carried out using LS columns and a MACS separator (Miltenyi Biotec) under a
biological hood. CD133(+) fractions were eluted by removing the colunm from the magnetic
field and using a sterile plunger. Aliquots of CD133(+)-sorted cells were evaluated for purity
by flow cytometry with a FACSCalibur machine (BD Biosciences). CD133(+)-sorted cell

populations were resuspended in SFM with growth hormones.

Total RNA isolation and quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction

(qRT-PCR) analysis

Total RNA was extracted from monolayers or neurosphere-like cells using TRIzol reagent
(Life Technologies). For cDNA synthesis, 1 pg total RNA was reverse-transcribed into
cDNA using a high capacity ¢cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA). cDNA was stored at -80°C until 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 an Icycler iQ5 machine (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, was measured by following a AC; method. An amplification plot comparing
fluorescence signal vs. cycle number was drawn. The difference (AC) between the mean
values in the triplicate samples of target gene and those of 18S ribosomal RNA were
calculated by 1QS Optical System Software version 2.0 (BIO-RAD, Hercules, CA) and the

relative quantified value (RQV) was expressed as 27
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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 sSIMT1-MMP used in this study was derived from the human MT1-MMP
gene (NM_004995) and is as follows : 5’>-CCAGAAGCUGAAGGUAGAAATAT-3’ (sense)
and 5’-UUCUACCUUCAGCUUCUGGATAT-3" (antisense) [31]. Evaluation of the transient
knockdown duration was performed by real-time quantitative RT-PCR and the targeted gene
expression was found to be routinely diminished by 65-90% 24 to 48 hrs post-transfection

(not shown).

Cell transfection method

Sub-confluent U87 monolayer cells were transiently transfected with 10 pg of the ¢cDNA
encoding full length (Wt) MTI-MMP fused to GFP [22] using Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Burlington, ON). Mock transfections of U87 cultures with the empty vector,
pcDNA (3.14), were used as controls. Transfected cells were left to recuperate and were used
48 hrs post-transfection. MT1-MMP specific gene expression and function was evaluated by
semi-quantitative RT-PCR and immunoblotting procedures, and was validated by assessing

MT1-MMP-mediated proMMP-2 activation by gelatin zymography.

Gelatin zymography

Gelatin zymography was used to assess the extracellular levels of proMMP-2 and MMP-2
activities. 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 CaCl,, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.6 and then stained with
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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 (PAGE). After electrophoresis, proteins were electrotransferred to
polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for 1 hr at room temperature
with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris—HCI, pH 7.5)
containing 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 1 hr incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-
mouse 1gG (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).
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Results

CD133, COX-2 and MT1-MMP expression is increased in neurosphere-like U87 glioma

cultures

Neurosphere-like brain CSC are thought to contribute to a sub-population of CD133(+) brain
CSC [32]. Neurosphere induction in U87 cells was performed according to established
protocols [33, 34]. This process promoted the transition of adherent monolayer cells to non-
adherent, neurosphere-like cells (Fig.1a). Immunodetection of CD133, COX-2 MT1-MMP
and GAPDH was performed on the cell lysates. Neurosphere culture conditions induced
CDI133 and COX-2 expression in U87 cells when compared to their corresponding
monolayer cultures (Fig.1b). MTI1-MMP expression was also induced during neurosphere-
like formation, while the house-keeping gene GAPDH remained unaffected (Fig.1b). Since
MTI-MMP is known to activate proMMP-2 into MMP-2, the levels of latent proMMP-2 and
active MMP-2 were also assessed in those same serum-starved monolayer and neurosphere
culture conditions. We observed that proMMP-2 activation in U87 neurospheres remained
unchanged. Therefore, increased MT1-MMP seems to occur independent of its capacity to
induce proMMP-2 activation, suggesting that MT1-MMP may regulate alternate intracellular
processes. Collectively, increased CD133, COX-2 and MT1-MMP expression characterizes

neurosphere-like formation in U87 glioma cells.

Cell-based evidence that MT1-MMP directly regulates COX-2 expression in U87 glioma

cell lines

In light of the correlation between MTI-MMP and COX-2 expression observed in U87
glioma neurospheres, we next sought to assess whether MT1-MMP regulates COX-2
expression. U87 cell monolayers were transiently transfected with either a cDNA plasmid
encoding recombinant MTI-MMP or with siRNA against MT1-MMP. Cells were then
trypsinized and cultured as monolayers or neurospheres as described in the Methods section.
Conditioned media from serum-starved cells was harvested in order to monitor the extent of

secreted proMMP-2 and MMP-2 levels by gelatin zymography and cell lysates were used for
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COX-2 and GAPDH immunoblotting. We found that MTI-MMP was effectively
overexpressed under all conditions as it triggered proMMP-2 activation into MMP-2 (Fig.2a,
upper panel). When COX-2 protein levels were assessed under those same experimental
conditions, we found that overexpression of MTI-MMP also triggered COX-2 expression
(Fig.2a, middle panel). While basal neurosphere culture conditions re-confirmed COX-2
expression in U87 cells, the neurosphere culture conditions in which MTI-MMP gene
expression was downregulated (siMT1-MMP) were not associated with increased COX-2
expression (Fig.2a, middle panel). COX-2 gene expression levels were also assessed by qRT-
PCR as described in the methods section using total RNA isolated from U87 monolayers and
neurospheres cultures treated as in Fig.2a. We observed a good correlation between COX-2
gene and protein expression (Fig.2b) suggesting that COX-2 transcriptional regulation is
involved during neurospheres formation and that this is performed through an MT1-MMP-

mediated signaling.

CD133-sorted U87 glioma cells grow as neurospheres and express high levels of COX-2

In order to evaluate the potential contribution of the CD133(+) cell subpopulation to the
MT1-MMP/COX-2 signalling axis, we used magnetic cell sorting (MACS) technology to
isolate CD133(+) cells from the parental U87 glioma cell population. We found that the
CD133(+) U87 cell population represented ~0.15% of the total parental U87 glioma cells
(Fig.3a, left panel). Sorting of the CD133(+) cells was then performed and we evaluated the
cells as being ~27% CD133 positive (Fig.3a, right panel). The isolated subpopulation, with
an enrichment of ~180-fold for CD133(+) U87 cells, was put into culture. Cell morphologies
of the parental and CD133(+) U87 glioma cells were compared and we observed that the
CD133(+) cells formed spontaneous neurospheres (Fig.3b), a characteristic of brain CSC in
agreement with previous reports [33, 35]. Total RNA was isolated from both parental and
CD133(+) glioma cells in order to assess gene expression levels of CD133, COX-2, and 3-
Actin. We found that CD133 gene expression was increased by ~6-fold in the sorted
CD133(+) U87 glioma cells (Fig.3¢), in agreement with the increased CD133 cell surface



44

expression (Fig.3a). Moreover, MTI-MMP and COX-2 gene expression were also increased

by ~4-fold in CD133(+) U87 cells (Fig.3c).

MTI1-MMP-mediated regulation of COX-2 expression is independent of MT1-MMP’s

catalytic functions

In order to investigate the molecular mechanism involved in MT1-MMP’s regulation of
COX-2, we first assessed the implication of its catalytic function. U87 glioma cells were
transfected with a cDNA encoding MT1-MMP, and then treated (or not) with Ilomastat, a
broad-spectrum MMP catalytic inhibitor. Transfection efficacy was confirmed by the
appearance of the recombinant MT1-MMP protein by Western blotting (Fig.4a, upper panel).
Gelatin zymography further confirmed the appropriate targeting of MT1-MMP to the cell
surface since its extracellular catalytic domain triggered proMMP-2 conversion into its active
MMP-2 form (Fig.4a, middle panel). As expected, treatment of MT1-MMP-transfected cells
with Ilomastat abrogated proMMP-2 activation (Fig.4a, middle panel). COX-2 expression
was induced by MTI-MMP overexpression, but was insensitive to Ilomastat’s inhibition of
cell surface MT1-MMP activity (Fig.4a, lower panel). These results suggest that MTI-
MMP’s extracellular catalytic functions are not required for inducing COX-2 expression and
necessitate an alternative intracellular signaling mechanism triggered by MTI-MMP’s
intracellular domain. Accordingly, overexpression of a cytoplasmic domain-deleted MT1-
MMP [20, 21] was unable to trigger COX-2 expression (not shown). Total RNA was next
isolated and COX-2 transcriptional regulation assessed upon MT1-MMP overexpression in
U87 cells. We observed that transfected cells overexpressing MT1-MMP had significantly
elevated levels of COX-2 transcripts (Fig.4b). The possible involvement of nuclear factor
kappaB (NF-kB)-intracellular signaling in MT1-MMP-mediated COX-2 transcriptional

regulation was next considered.

COX-2 induction by MT1-MMP occurs through NF-xB-mediated mechanisms
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MTI1-MMP was previously demonstrated to possess the ability to trigger intracellular
signaling through its 20 amino acid intracellular domain [20-22]. Moreover, COX-2
transcriptional expression is thought to be regulated, in part, through NF-xB-mediated
signaling involving nuclear translocation of the NF-kB heterodimer PS0:P65 [36]. Wild-type
mouse embryonic fibroblasts (MEF) as well as P50” and P65” NF-xB mutants were used to
assess MT1-MMP involvement in COX-2 expression. Cell lysates as well as conditioned
media were isolated from Mock-transfected and MT1-MMP-transfected cells. Expression and
cell surface activity of the recombinant MT1-MMP were confirmed in transfected cells as
Wt, P507 and P65™ cells all exhibited increased proMMP-2 activation into its active MMP-2
form as judged by gelatin zymography (Fig.5, upper panel). When COX-2 protein expression
was assessed, we observed the induction of COX-2 by MT1-MMP in Wt-MEF (Fig.5, middle
panel) confirming the results observed in U87 glioma cells (Fig.4a). Similar MT1-MMP-
mediated COX-2 induction was also observed in P65” mutant MEF but COX-2 expression
was completely abrogated in P50 mutant MEF (Fig.5, middle panel). This cell-based
evidence directly demonstrates the specific involvement of P50 in NF-kB-mediated MT1-

MMP regulation of COX-2 expression.
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Discussion

Overexpression of COX-2, the enzyme responsible for the synthesis of prostaglandin subtype
PGE,, has been found to be important in the development of several human tumor types such
as colon, gastric, pancreatic, and brain tumors [9, 37], and has also been associated with high
tumor aggressiveness and poor patient prognosis [15, 38]. In cell studies, the growth rate of
glioblastoma multiforme (GBM) cells correlated with the level of COX-2 enzyme expression,
and PGE, is thought to inhibit these cells” apoptosis [39] and to act as a radioprotector [40,
41]. As GBM is a high-grade primary brain tumor that is refractory to current forms of
treatment possibly due to the presence of tumor-derived CSC, such molecular and cellular
attributes may therefore reflect the CSC therapy resistance phenotype. In light of our results
showing increased expression of COX-2 in CD133(+) U87-derived glioma cells as well as in
CD133-enriched U87 neurospheres, it could be hypothesized that this molecular signature
may, in part, be responsible for the therapy resistance phenotype attributable to CSC.

Membrane-type matrix metalloproteinases (MT-MMP) constitute a growing subclass of
MMP, with MT1-MMP being the best-characterized MT-MMP whose expression correlates
with high-grade gliomas [19]. Aside from its well-established roles in the activation of
proMMP-2 and its intrinsic proteolytic activity towards ECM molecules, many new functions
of MTI-MMP have recently been demonstrated which include a role in PGE,-induced
angiogenesis [23] as well as radioresistance in glioma cells [26, 27]. The recent
demonstration that MT1-MMP also plays a role in medulloblastoma CD133(+) neurosphere-
like formation and increased invasiveness [6] further supports the concept of a molecular
interplay between MT1-MMP and COX-2. Besides glioblastoma cells, such a link has also
been observed in cells derived from malignant fibrous histiocytoma, one of the highest-grade
sarcomas arising in bone and soft tissue, where concomitant increased levels of expression of
COX-2 and of MT1-MMP were described [42]. Overexpression of COX-2 was also found to
elevate tumorigenicity, tumor growth and invasion of human KB carcinoma cells via up-
regulated MT1-MMP activity [43]. Finally, co-distribution of MT1-MMP, MMP-2 and COX-

2 was demonstrated in grade 1V atheroma, again indicating a possible link between these
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enzymes in the destabilization of atherosclerotic plaques [44]. Altogether, these published

data suggest a molecular signaling convergence linking COX-2 to MT1-MMP expression.

By virtue of its ability to regulate the expression of genes involved in cell apoptosis,
differentiation, adhesion, and survival, NF-xB constitutes the point of convergence of many
oncogenic pathways [45]. Aside from its critical role in the development of human cancer,
NF-xB has also been implicated at the molecular level in the promotion of angiogenesis,
which is of particular interest since malignant astrocytomas are highly vascular tumors [46].
NF-xB is also a transcriptional regulator of inducible expression of genes including COX-2
[47]. Interestingly, a consensus binding site for NF-kB P65 (TGGAGCTTCC) was found in
the 5'-flanking region of the human MT1-MMP gene [48] and NF-kB-mediated induction of
MTI1-MMP was confirmed in murine melanoma cells [49] and in human fibrosarcoma cells
[50]. Fur ther studies also implicated NF-kB as a potentially critical factor in astrocytic
tumorigenesis and astrocytoma progression through analysis of cell lines and preclinical
models [51-53]. NF-xB functions as a hetero- or homo-dimer which can be formed from five
NF-xB subunits, NF-xkB1 (P50 and its precursor p105), NF-xB2 (p52 and its precursor p100),
RelA (P65), RelB and c-Rel. The most studied dimer, P50:P65, is activated by the classical
pathway and usually promotes gene expression. In the current study, we provide evidence for
a MT1-MMP-mediated signaling cascade that leads to activation of COX-2 expression that is
independent of MT1-MMP’s catalytic function (Fig.4). We also demonstrate that this new
MTI1-MMP/COX-2 signaling axis, in fact, absolutely requires NF-xB P50 while knockdown
of NF-xB P65 still enabled MTI-MMP to trigger COX-2 expression. In support to our
results, an tncrease in NF-kB P50 was recently found to rapidly induce MTI-MMP
expression in trabecular meshwork cells [54]. Given MT1-MMP’s well documented roles in
actin/tubulin cytoskeleton perturbation associated to cell migration or tubulogenesis
processes, very exciting and recent studies documented a new and underestimated role for
dynein/dynactin complex in the nuclear translocation of NF-xB [55]. Whether such
microtubule involvement is affected by MT1-MMP and that would mediate specific P50

nuclear translocation certainly deserves further experimentation.
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Among the therapeutic molecules that could be envisioned to target COX-2 functions in
CSC, the radiosensitizing actions of meloxicam and celecoxib may be considered in light of
their inhibition of PGE, production [18, 56]. Future experimental studies on the growth
inhibitory and radiosensitizing effects of these two molecules should focus on PGE, synthesis
and on apoptosis induction in CSC. In fact, our present findings that COX-2 induction
correlates with CD133 expression in human glioma cell lines demonstrates that selective
COX-2 inhibitors may thus yield a promising perspective to further improve the therapy of
glioma patients. Therefore, the development of pharmaceutical approaches that alter
expression of MT1-MMP or the MT1-MMP/COX-2 signaling axis in neuroinflammation

provides new biological significance that prompts in targeting invading glioma cells.
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Figure 1: CDI133, COX-2 and MTI1-MMP expression are increased in US87
neurospheres glioma cultures. (A) U87 glioblastoma-derived cell lines were cultured as
monolayers or non-adherent neurospheres as described in Methods section and representative
phase contrast photographs were taken. (B) Cell lysates were isolated from U87
glioblastoma-derived cells and SDS-PAGE performed (20pg protein/well), followed by
Western blotting and CDI133, COX-2, MTI-MMP or GAPDH immunodetection. Gelatin
zymography was also used to monitor the extent of latent proMMP-2 and active MMP-2
expression from the conditioned media of the serum-starved cells.
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Figure 2 : Cell-based evidence that MT1-MMP directly regulates COX-2 expression in U87
glioma cell lines. Monolayers or neurospheres from glioblastoma-derived cells were either Mock-
transfected, transfected with siRNA (Si) against MT1-MMP as described in Methods section. (A)
Gelatin zymography was performed to monitor the extent of latent proMPP-2 and active MMP-2
expression from the conditioned media of the serum-starved cells. Cell lysates were isolated from U87
glioblastoma-derived cells and SDS-PAGE performed (20pg protein/well), followed by Western-
blotting and COX-2 or GAPDH immunodetection. (B) Total RNA was isolated from monolayer (white
bars) or neurosphéres (black bars) of U887 Mock-transfected cells, or from U87 cells transfected with
MTI1-MMP, and reverse-transcribed as described in the Methods section. Quantitative PCR was
performed in order to monitor COX-2 gene expression levels.
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Figure 3 : CD133-sorted U87 glioma cells grow as neurospheres and express high levels
of COX-2. (A) U87 CDI133(+) cells isolated from the parental U87 cells as described in the
Methods section using MACS technology. Evaluation of CD133 cell surface expression was
then performed by flow cytométrie on parental U87 and CD133(+) sorted cells. (B) U87
CD133(+) cells were put back into culture and show a typical neursophere phenotype, unlike
their parental counterpart. (C) Total RNA was extracted from parental U87 and CDI133(+)
U87 cells and gene expression levels were assessed by qRT-PCR for CD133 (white bars). -
actin (black bars). MT1-MMP (lined bars) and COX-2 (grey bars).
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Figure 4: MT1-MMP-mediated regulation of COX-2 gene and protein expression is
independent from MT1-MMP’s catalytic functions. (A) Cell lysates were isolated from
Mock-transfected, or U87 glioma cells that had been transiently transfected with a ¢cDNA
plasmid encoding MT1-MMP, which were subsequently treated (or not) with 10pM I[lomastat
(Ilo). SDS-PAGE was performed (20 pg protein/well), followed by Western-blotting and COX-
2 or MT1-MMP immunodetection. Gelatin zymography was also used to monitor the extent of
latent proMMP-2 and active MMP-2 expression from the conditioned media of the serum-
starved cells. (B) Total RNA was extracted from the above described cell conditions and gene
expression levels assessed by qRT-PCR for COX-2 in the absence (white bars) or the presence
of Ilomastat (black bars).
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Figure 5: COX-2 induction by MTI1-MMP occurs through NF-kB-mediated
mechanisms. Wild-type (Wt), P65, and P50” mouse embryonic fibroblasts (MEF) were
Mock-transfected or transfected with a ¢cDNA plasmid encoding MT1-MMP. Gelatin
zymography was used to monitor the extent of latent proMMP-2 and active MMP-2
expression from the conditioned media of the serum-starved cells (upper panel). Cell lysates
were isolated and SDS-PAGE performed (20ug protein/well), followed by Western blotting
and COX-2 immunodetection.



CHAPITRE IV
DISCUSSION

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires responsables de la
résistance des cellules CD133(+) face aux traitements anti-cancers actuels nous permettra
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Nos recherches |évent le voile sur
un axe de signalisation encore méconnu, soit la transduction de signaux initiés par le domaine
cytoplasmique de MT1-MMP menant a I’induction de I’expression de COX-2 via la voie NF-
kB (Figure 11). Cette signalisation semble prédominante chez les cellules CDI133(+) de
glioblastome vu leur haut niveau basal de MTI-MMP et de COX-2 comparativement & la
population tumorale parentale. L’axe MTI-MMP/COX-2 influencerait chacune des six
signatures du cancer ce qui implique que les CSC CD133(+) seraient garantes de |’initiation
tumorale, de la progression des cancers et de |’invasion tissulaire subséquente. Notre
découverte propose que le ciblage thérapeutique de COX-2, NF-xB ou de MTI-MMP

permettrait d’antagoniser certaines fonctions des CSC.

Roles de COX-2 dans la résistance des tumeurs aux traitements de chimio et de

radiothérapie
Sensibilisation des tumeurs aux iraitements cytotoxiques par I’inhibition de COX-2

Plusieurs évidences moléculaires soulignent le rdle pivot de la surexpression de
COX-2 dans la résistance des cellules tumorales a la radiothérapie, I’un des traitements
principaux des GBM. A la lumiére des roles de COX-2 dans la carcinogénése, des études
cliniques ont testé I’ajout d’un inhibiteur de COX-2 a la radiothérapie afin d’accroitre
’efficacité des radiations sur I’induction de la mort cellulaire. Une augmentation de la
radiosensibilité par des inhibiteurs de COX-2 est évidente dans plusieurs variétés de tumeurs.
D’abord, in vitro, des inhibiteurs spécifiques de COX-2 augmentent la mort des cellules
tumorales induite par la radiothérapie dans les cellules issues de tumeurs mammaires murines
(Lanza-Jacoby et al., 2004), des carcinomes (Amirghahari et al., 2003), des tumeurs
pulmonaires (Pyo et al., 2001), des fibrosarcomes (Raju et al., 2002) et des GBM (Petersen et
al., 2000). Des €tudes in vivo ont aussi été développées pour mesurer I’efficacité d’une telle

combinaison et des résultats similaires aux études in vifro ont été observés. Les tumeurs
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développées dans des modéles animaux a partir de cellules cancéreuses de carcinome du
poumon (Liu et al., 2003), carcinome du colon (Davis et al., 2004), de sarcome (Kishi et al.,
2000) et de cellules U87 de GBM (Kang et al., 2007) refletent une diminution prononcée du
taux de croissance tumorale en combinant la radiothérapie avec un inhibiteur de COX-2
comparativement a des radiations seules. Ces différentes observations supportent
’investigation d’inhibiteurs de COX-2 en clinique pour le traitement de gliomes malins. Une
premiere étude pilote combinant I’agent de chimiothérapie, le temozolomide, a un inhibiteur
spécifique de COX-2, le rofecoxib, a montré d’abord la sécurité et la faisabilité de cette
combinaison chez des patients atteints de GBM. L’étude montre que cette combinaison ne
diminue pas la qualité de vie des patients. Les résultats indiquent méme que la combinaison
de temozolomide et du rofecoxib offre une activité anti-angiogénique et anti-proliférative
supérieure au temozolomide seul, donc attribuable a I’inhibiteur spécifique de COX-2

(Tuettenberg et al., 2005).

Nos résultats suggerent que I’inhibition de COX-2 peut se faire directement en
ciblant COX-2 ou indirectement en ciblant les voies de signalisation de NF-«B, précisément
en empéchant la translocation de la sous-unité P50. Différents arguments convergent vers le
ciblage de NF-«B en clinique & des fins de thérapie contre le cancer. En effet, le facteur de
transcription NF-«xB est impliqué dans la majorité des étapes de la carcinogénese en plus de
son role dans I’induction d’une résistance a la radiothérapie. En effet, les radiations
augmentent fortement I’activité de NF-xB, dont la transcription de COX-2, dans des lignées
cancéreuses de thyroide (Starenki et al., 2004), de fibrosarcomes (Wang et al., 1999) et de
glioblastomes (Weaver et al., 2003). Quelques approches sont suggérées dans la littérature
pour cibler NF-xB. D’abord, P’inhibition de NF-xB peut se faire a ’aide de peptides
perméables 4 la membrane plasmique qui inhibent la translocation de NF-kB. De cette fagon,
le traitement de cellules cancéreuses avec I’un de ces peptides, le (SN50), inhibe ’activité de
NF-xB basale et induite par les radiations et induit fortement la mort cellulaire in vitro en
combinaison avec une exposition aux radiations dans des cellules de cancéreuses de la
thyroide (Starenki et al., 2004) et de fibrosarcome (Wang et al., 1999). La translocation de
NF-xB peut aussi étre inhibée. En effet, le déhydroxyméthyle-poxyquinomicin (DHMEQ)
inhibe [’activation de NF-kB par le TNF, soit I’inducteur principal de la voie NF-xB (Ariga et

al., 2002). Cette drogue promeut ’apoptose dans différents types de cellules cancéreuses et
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s’est vue efficace contre le cancer de la vessie (Horiguchi et al., 2003) et contre le cancer de
la prostate (Kikuchi et al., 2003) dans des modeles in vivo sans effets toxiques apparents. De
plus, dans les GBM, un inhibiteur des kinases IKK, le sulfasalazine, empéche la
phosphorylation et la dégradation subséquente de [I’inhibiteur IKB via les IKK. Le
sulfasalazine inhibe donc la translocation de NF-xB au noyau et supprime la croissance des

GBM dans un modele in vivo de tumeur cérébrale (Robe et al., 2004).

L’inhibition de COX-2 et de NFkB sensibilise les cellules cancéreuses aux
traitements cytotoxiques. Bien que ces protéines aient des roles oncogéniques précis, les
mécanismes de la sensibilisation des cellules cancéreuses a la radiothérapie par ces

inhibiteurs doivent étre élucidés.
Cibler COX-2 dans les CSC CD133(+) afin de déstabiliser la niche vasculaire

Une explication possible de I’inhibition de la croissance cellulaire et de la
dégénérescence des tumeurs via ’inhibition direct ou indirect de COX-2, en combinaison
avec un traitement cytotoxique, pourrait faire intervenir le ciblage des CSC CD133(+). Selon
le modele des CSC, une tumeur ne peut pas se régénérer si les CSC en viennent a se
différencier ou a mourir. Les CSC maintiennent leurs propriétés de cellules souches dans une
niche vasculaire tumorale (Calabrese et al., 2007). Cibler les CSC en déstabilisant différents
paramétres de leur microenvironnement peut perturber |’auto-renouvellement des CSC et

mener possiblement & leur différenciation.

Cibler la niche vasculaire a I’aide d’un traitement anti-angiogénique pourrait étre la
clé pour une thérapie efficace contre le cancer. Par exemple, un traitement anti-angiogénique
a I’aide d’un inhibiteur spécifique au VEGF, le Bevacizumab, affaiblit les vaisseaux sanguins
tumoraux et mene a une réduction dramatique du nombre de CSC CD133(+) dans un modéle

murin de tumeurs orthotopiques de glioblastome. (Calabrese et al., 2007) (Figure 12).

Les CSC CDI133(+) contribuent au maintien de la niche vasculaire. Les protéines
COX-2, NF-xB et MT1-MMP sont surexprimées dans les CSC CD133(+). Ces protéines
régulent a la hausse les facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et le FGF ou

augmentent leur disponibilité ce qui stimule I’angiogenése tumorale. De plus, I’expression de
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COX-2 et de PGE2 tout comme ’expression de NF-xB par les CSC soutiennent la survie des
CSC en condition hypoxique. Donc, P’inhibition de I’axe MT1-MMP/COX-2 via un
inhibiteur de COX-2 ou de NF-kB pourrait mener a la perturbation de la niche vasculaire des
CSC. La niche vasculaire est déstabilisée et les CSC, privées des conditions favorables leur
permettant de se renouveler, se différencient. Les CSC différenciées ne peuvent plus
maintenir la croissance de la tumeur et cette derniere finit par dégénérer. Ces convergences
d’évenements via I’inhibition de COX-2 dans les CSC refléteraient les bons résultats in vifro

et in vivo observés a |’aide d’inhibiteur de COX-2.

Nouveau role du domaine cytoplasmique de MT1-MMP dans la signalisation d’un axe

MT1-MMP/COX-2

L’implication de MT1-MMP dans le phénotype invasif des GBM est connue depuis
plusieurs années (Fillmore, VanMeter et Broaddus, 2001). Nous avons montré récemment
que le phénotype invasif des GBM est en partie dii aux cellules CD133(+) et que MT1-MMP
en est la protéine clé (Annabi et al., 2008). Nous montrons dans notre étude que les cellules
CD133(+) surexpriment MT1-MMP et qu’elle est impliquée dans un axe de signalisation
menant a I’expression de COX-2, une protéine impliquée dans la résistance aux traitements.
Le ciblage de la MT1-MMP qui est en amont de 1’axe de signalisation MT1-MMP/COX-2
suggére un potentiel thérapeutique élevé. Bien que la MTI-MMP soit impliquée dans
I’invasion tumorale et dans les processus de métastase via |’activation de la pro-MMP?2 et de
par ses activités protéolytiques, I’inhibition de son expression résulterait d’abord en une
diminution de la motilit¢ des cellules cancéreuses mais aussi, selon nos résultats, en
Pinhibition de la protéine COX-2. Afin d’observer une inhibition de la transduction des
signaux intracellulaires initiée par MT1-MMP qui est d’ailleurs indépendante de sa partie
catalytique, le traitement devrait soit induire le recyclage de MT1-MMP via un anticorps qui
lui est spécifique, soit inhiber [’expression protéique de MT1-MMP par un ARN interférant
ou soit entrer en compétition avec la région cytoplasmique de MTI-MMP a l'aide de

molécule qui mime la structure de ce domaine.
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Echec des inhibiteurs des MMPs comme traitement contre le cancer

Des inhibiteurs de MMPs a large spectre (MMPi) ne réussissent pas a inhiber la
prolifération cellulaire ou les processus métastatiques lors d’essais cliniques. Ces MMPi
ciblent Iactivité catalytique des MMPs. Souvent, ces MMPi ont une structure qui imite celle
du collagéne. Ces molécules sont des chélateurs du zinc présent au site actif des MMPs et
peuvent compétitionner pour les substrats naturels (Hidalgo et Eckhardt, 2001). Bien que
plusieurs MMPi puissent inhiber in vitro la migration cellulaire et la tubulogenése (Eccles et
al., 1996; Sawaya et al., 1996; Naglich et al., 2001), ces MMPi n’ont pas réussi a montrer un
bénéfice thérapeutique lorsque combinés avec des agents de chimiothérapie lors de plusieurs
études cliniques (Brambhall et al., 2001; Bramhall et al., 2002; Sparano et al., 2004).
D’ailleurs, certaines études cliniques observent que I’administration de MMPi est associée
avec un risque augmenté de la progression du cancer et de la mort (Gunzburg, Lohr et
Salmons, 2002; Moore et al., 2003). La base des mécanismes anti-migratoires des MMPi lors
d’études in vitro semble provenir de leurs capacités a inhiber la dégradation de la MEC

(Macaulay et al., 1999; Wylie et al., 1999).

L’échec des MMPi en essais cliniques pourrait étre expliqué par la capacité des MT-
MMP, dont la MTI-MMP, a initier certaines signalisations cellulaires impliquées dans la
modulation du cytosquelette (Itoh, 2006), I’activation de la voie de ERK (Gingras et al.,
2001) ou dans la surexpression de COX-2. De plus, I’échec des MMPi pourrait provenir de la
pauvre sélectivité de ces molécules. Il est maintenant reconnu que parmi les membres de la
famille des MMPs, certains possedent des activités promotrices du cancer alors que d’autres
possédent des fonctions inhibitrices tumorales (Egeblad et Werb, 2002), soulignant le risque
d’utiliser des MMPi a large spectre. Vu I’étendue des activités biologiques influencées par les
MMPs dans différents tissus et organes du corps humain, il semble que davantage de
recherche soit nécessaire pour développer des thérapies efficaces qui ciblent davantage les

MMPs ayant un impact certain dans la carcinogénése.
Caractérisation de la région cytoplasmique de MT1-MMP comme cible thérapeutique

La résistance des GBM aux traitements actuels vient d’une part de la capacité des

cellules cancéreuses qui survivent & ces traitements a infiltrer les tissus sains adjacents et a
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réinitier une tumeur. Nous croyons que ces cellules soient les CSC CD133(+). Notre groupe a
déja montré que la protéine MTI-MMP est |’une des responsables du potentiel invasif des
CSC CD133(+). Donc P’inhibition spécifique de Iexpression de MT1-MMP ou de sa région
cytosolique indique un potentiel thérapeutique prometteur. En effet, selon [’axe MTI-
MMP/COX-2 que nous observons, I’inhibition spécifique de la portion intracellulaire de
MTI1-MMP résulterait en I’inhibition de I’expression de COX-2 dont les effets thérapeutiques

ont déja été discutés.

L’expression de la MT1-MMP in vivo méne a des changements morphologiques
cellulaires propres a la promotion de I’invasion (Hotary et al., 2006). Ces changements
suggerent des modifications dans la transduction de signaux et de voies de transcription que
MTI-MMP peut en effet affecter directement ou indirectement. En effet, MT1-MMP peut
promouvoir la transduction de signaux intracellulaires via la phosphorylation de son domaine
cytoplasmique. L’unique résidu tyrosine (Tyr’”) de la région cytoplasmique de MT1-MMP
est phosphorylé par une tyrosine kinase, la kinase Src (Nyalendo et al., 2007). Une mutation
de la Tyr’” empéche le recrutement de Src et la phosphorylation subséquente de la région
cytoplasmique de MTI-MMP (Nyalendo et al., 2007). La transfection d’une forme
recombinante de ce mutant dans des cellules U87 ne stimule pas la migration cellulaire

contrairement a la forme sauvage de MT1-MMP (Nyalendo et al., 2007).

La transduction des signaux intracellulaires via MT1-MMP pourrait impliquer la
phosphorylation du résidu tyrosine de la région cytoplasmique. Dans notre étude, nous
montrons que le domaine cytoplasmique de MTI-MMP est responsable de la transduction
des signaux menant vers I’expression protéique de COX-2. Différentes évidences dans la
littérature tendent a montrer un lien entre Src et COX-2. En effet, I’acide lysophosphatidique
(LPA) est un phospholipide bioactif impliqué dans plusieurs éveénements cellulaires incluant
la migration cellulaire. Le LPA induit I’expression de COX-2 de fagon dose-dépendante et
’inhibition de Src via un inhibiteur pharmacologique ou un ARN interférent ne permet plus
[’expression de COX-2 via le LPA (Jeong et al., 2008). Une autre étude a montré que la
thrombine, qui est une molécule de signalisation influengant ’agrégation plaquettaire et la
perméabilité vasculaire (Baykal, Schmedtje et Runge, 1995), régule I’activit¢ de COX-2
(Syeda et al., 2006). 1l a été démontré que cette régulation de COX-2 provient de la
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transactivation des récepteurs a I’EGF dépendant de leur phosphorylation via Src (Hsieh et
al., 2008). En effet, un inhibiteur de Src ne permet plus ’expression de COX-2 via la
thrombine (Hsieh et al., 2008). De plus, cette induction de COX-2 est dépendante de la voie
NF-kB qui intervient en amont de la phosphorylation des récepteurs (Hsieh et al., 2008).
Donc, la phosphorylation de MT1-MMP via Src poutrait €tre un éveénement déclencheur de la
transduction des signaux vers NF-xkB puis vers I’expression de COX-2. Il serait intéressant
d’étudier I’inhibition de Src dans les CSC CD133(+) surexprimant MT1-MMP et voir I’effet
sur ’expression de COX-2.

La transduction des signaux via la région cytoplasmique de MT1-MMP révéle une
nouvelle voie d’inhibition & des fins thérapeutiques. En effet, un inhibiteur de MT1-MMP
pourrait cibler son domaine intracellulaire. Bien que MT1-MMP ait des réles importants dans
’invasion tumorale et 1’angiogenese ce qui rend cette protéine intéressante a cibler, la
participation de cette enzyme dans la morphogenése tissulaire suggére qu’une inhibition de
son activité catalytique puisse générer des effets secondaires séveres (Overall et Kleifeld,
2006). Cependant, les signaux intracellulaires menant vers I’expression de COX-2 sont tout &
fait indépendants du domaine catalytique de MTI-MMP tel que démontré a ’aide de la
molécule [lomastat. En ce sens, une stratégie d’inhibition de la progression tumorale pourrait
venir de I’interférence de la voie de signalisation du domaine intracellulaire de MT1-MMP.
La synthése de la portion cytoplasmique encodant la Tyr’” pourrait se révéler une stratégie
intéressante. Cette molécule pourrait entrer en compétition avec la région cytoplasmique de

MTI1-MMP et empécher la signalisation subséquente.
Nouveau réle pour la sous-unité P50 de NF-xB

Nos résultats suggerent que la sous-unité P50 de NF-«xB, et non la sous-unité¢ P65,
serait un joueur important de I’activité transcriptionnelle dans les tumeurs cérébrales. En
effet, la surexpression de MTI-MMP dans des cellules P65” permet la transduction des
signaux vers I’expression protéique de COX-2 contrairement aux cellules P507". Un fait
intéressant qui concorde avec nos résultats vient d’études sur les GBM. Deux groupes ont en
effet trouvé que toutes les tumeurs humaines de type GBM montrent une immunoréactivité
positive pour la protéine P50, alors que seule une faible proportion est positive pour la sous-

unité P65 (Ansari et al., 2001; Robe et al., 2004). Ces observations, en plus des ndtres,
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suggérent que dans les cellules cancéreuses du cerveau, la signalisation de NF-kB n’est pas
majoritairement due au complexe hétérodimérique P50:P65 qui est la forme active la plus
commune. Comme 1’homodimérisation de la sous-unité P50, qui ne contient pas le domaine
Rel, méne & la répression de la transcription, cette sous-unité doit interagir avec un autre
partenaire que P65 dans les tumeurs issues de GBM. Des indices viendraient d’une étude
récente montrant que I’hétérodimere P65:P50 et c-Rel:P50 n’active pas les mémes genes dans
le cerveau. En effet, le complexe cRel:P50, et non le complexe P65:P50, serait responsable
de la transcription des geénes anti-apoptotiques comme Bcl-xL et pro-survie tels que Bcl-2
(Sarnico et al., 2009). Le réle de la sous-unité c-Rel n’a pas été investigué lors de nos études
mais il serait possible, selon ces observations, que des cellules c-Rel” inhibent I’expression
de COX-2 via MT1-MMP. Si c’était le cas, le ciblage spécifique de la protéine c-Rel
permettrait une inhibition plus ciblée de la voie NF-kB et de I’expression de COX-2.
L’inhibition a large spectre de I’activit¢ de NF-kB nuit a plusieurs phénoménes

physiologiques normaux et résulte en des effets secondaires nuisibles.
Cibler les CSC a I’aide de composés phytochimiques

Bien que des composés synthétiques puissent cibler COX-2, NF-kB ou MT1-MMP, il
serait possible de cibler les CSC a ['aide de molécules & propriétés anti-cancéreuses et
d’origine naturelle. Les composés phytochimiques produits par les fruits, légumes et grains
possedent des propriétés anti-cancers et anti-inflammatoires. Ces composés naturels
représentent une approche thérapeutique prometteuse pour la prévention et possiblement le
traitement de plusieurs types de cancers. La capacité des composés phytochimiques d’inhiber
la formation tumorale in vitro et in vivo est bien documentée (Ichikawa et al., 2007).
Plusieurs de ces composés ont des effets antioxydants, anti-prolifératifs et pro-apoptotiques
sur plusieurs variétés de cancer dont ceux du cerveau (Karmakar, Banik et Ray, 2007).
L’avantage de ces composés est leur tolérance par le corps humain et qu’ils soient retrouvés
dans différents produits naturels pouvant étre ajoutés a la diete d’un patient. Plusieurs
composés phytochimiques exercent leur activité anti-inflammatoire via I’inhibition de NF-
kB. De ces composés figurent I’épigallocatéchine (EGC) et I’épigallocatéchine gallate
(EGCg) (Kim et al., 2007) et le sulforaphane (Kim et al., 2005). Nous avons traité la
population parentale de U87 ainsi que la population de CSC CD133(+) enrichie avec I’EGC,
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’EGCg et le Sulforaphane et avons observé I’induction de I’apoptose en mesurant I’activité
de la caspase-3, soit une protéine clé¢ de la réponse apoptotique. Des résultats préliminaires
nous indiquent que la population CD133(+) est aussi sensible que la population tumorale
générale a ’EGCg et au sulforaphane nous indiquant le potentiel préventif et thérapeutique

des composés phytochimiques (Figure 13).
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Figure 11 : Axe MT1-MMP/COX-2 tel que proposé selon nos recherches. La protéine
MT1-MMP membranaire est responsable de la transduction des signaux via sa région
cytoplasmique et indépendamment de son domaine extracellulaire. Afin que les signaux
intracellulaires puissent induire ’expression de COX-2, la voie NF-kB fait le pont entre
MTI1-MMP et COX-2. La sous-unité p50 du facteur de transcription NF-xB est essentielle
dans cette transduction des signaux. (?: membre de la famille de NF-kB ayant un domaine
Rel)
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A CSC se différencient en cellules progénitrices
qui proliférent rapidement
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Figure 12 : Schématisation du réle de la niche vasculaire et de son ciblage. A) Les CSC
résident pres des vaisseaux sanguins lui permettant de s’auto-renouveler et de générer des
cellules progénitrices. Les cellules progénitrices proliférent rapidement et se différencient. B)
Une approche anti-angiogénique cible les vaisseaux sanguins menant a la désintégration de la
niche vasculaire. Sans cette niche, les CSC ne peuvent plus s’auto-renouveler et se
différencier. Avec la perte des CSC, la tumeur régresse et arréte de croitre. (Yang et
Wechsler-Reya, 2007)
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Figure 13 : Ciblage des CSC CD133(+) a I’aide de composés phytochimiques. A) Les
U87 CDI133(+) ont été isolées des U87 parentales a 1’aide de la technique du MACs.
L’évaluation de ’expression a la surface de CD133 a été faite par cytométrie en flux sur les
cellules U87 parentales et isolées CD133(+). B) Traitement des U87 parentales ou CD133
enrichies avec des composés phytochimiques soient [’épigallocatéchine (EGC),
I’épigallocatéchine gallate (EGCg) et le sulforaphane. L’étoposide est un agent de
chimiothérapie utilisée comme contrdle positif. Le dosage de I’activité de la caspase-3, un
indice de la mort cellulaire, a été effectué apres 18 heures de traitement.



CONCLUSION

Nous avons démontré que la population de CSC CDI133(+) dérivée d’une lignée de
glioblastome surexprime les protéines COX-2 et MT1-MMP. De plus, nous avons découvert
que la surexpression de MT1-MMP meéne a ’induction de I’expression protéique de COX-2
et que cette signalisation requiert le membre P50 de la famille de NF-kB. De ces recherches
découle une nouvelle fonction de MTI-MMP qui est essentielle dans la signalisation de
COX-2. Nos résultats suggerent donc un axe de signalisation MT1-MMP/COX-2 dans les
CSC CDI133(+) qui contribuerait aux propriétés de résistance face aux traitements de

radiothérapie et de chimiothérapie ainsi qu’au potentiel invasif de ces cellules.

Le champ de recherche sur les CSC est en pleine émergence. Sans aucun doute, les
prochaines années ameneront de nouvelles connaissances dans les mécanismes moléculaires
qui gouvernent le développement, I’auto-renouvellement, la survie et la différenciation des
CSC. L’identification de ces CSC au sein des tumeurs a amené une meilleure compréhension
de la résistance de ces tumeurs aux thérapies conventionnelles. Cette découverte propose
aussi de nouvelle voie thérapeutique comme le ciblage de la niche vasculaire tumorale. De
plus, en connaissant les cellules qui ménent au développement tumoral, nous serons
maintenant en mesure de déterminer de nouvelles cibles moléculaires ou des voies
signalétiques clés qui jouent des roles critiques dans ces CSC qui semblent relier aux racines

des cancers.
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