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ABSTRACT 

P-glycoprotein (P-gp), an ABC-transporter highly expressed in brain 

capillaries, protects the brain by extruding xenobiotics. However, its overexpression 

has also been associated with the multidrug resistance (MDR) phenotype in tumors. 

Here, we have investigated the regulation of P-gp transport activity by sphingosine 

kinase 1 (SphK-1) in rat brain endothelial cells. We first demonstrate that SphK-1 is 

overexpressed in endothelial cells (EC) iso1ated from rat brain tumors compared to 

EC from normal brain. We also provide evidence that the overexpression of SphK-1 

in the cerebral EC line RBE4 leads to the upregulation of P-gp, both at the gene and 

protein levels, and that this modulation depends on the catalytic activity of SphK-1. 

Moreover, we determined the effect of S lP, the product of SpbK.-1, on P-gp function. 

S 1P strongly stimulates P-gp transport activity, without modu1ating its expression. 

Finally, we found that the SlP-mediated stimulation of P-gp activity is mediated by 

SlP-1 and S1P-3 receptors at the RBE4 cell surface. Altogether, these results indicate 

that SphK-1 and its product S1P are involved in the control ofP-gp activity in RBE4 

cells. Since SphK-1 is overexpressed in EC from brain tumors, these data also 

suggest that this kinase and its product could contribute to the acquisition and the 

maintenance of the multidrug resistance phenotype in brain tumor-derived endothelial 

cells. 
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INTRODUCTION 

P-glycoprotein (P-gp) was first studied in the context of cancer research where 

its overexpression in tumor cells bas been associated with the multidrug resistance 

(MDR) phenotype (Henson et aL 1992). The multidrug resistance P-gp is encoded by 

the MDRI gene in humans, whereas two genes encode paralogous proteins in rodents, 

mdr-la and mdr-lb (Ueda et aL 1986; Devault and Gros 1990). In cancer cells, P-gp 

acts as an efflux pump that extrudes chemotherapeutic agents out of the cells, 

decreasing their intracellular concentration (See et al. 1974; Ozben 2006). High levels 

of P-gp expression have been observed in the endothelial cells (EC) of brain 

capillaries (Regina et al. 2001; Oka ji et al. 2006), mainly at the luminal si de of the 

brain vascular endothelium (Beaulieu et al. 1997). P-gp expressed in brain EC aims to 

protect the brain against xenobiotics that could affect normal brain functions. Severa! 

proteins, such as PKC, caveolin-1 or HIV-Tat, have been shawn to regula te P-gp 

function (Demeule et aL 2002b; Hayashi et al. 2005; Tabe et al. 2006). However, few 

studies have investigated the role of the sphingosine kinase and its product 

sphingosine-1-phosphate (S 1P) in the control oftbe P-gp function . 

The lysophospholipid S 1P is released in case of inflammation by activated 

plate lets (Billich et aL 2005) and was found to act as an extracellular mediator by 

binding to specifie members of the EDG-family of G-protein coupled receptors 

(GPCRs, originally named EDG- 1, -3, -5 , -6, and -8 and now termed SlP-1 to -5 

receptors) . In addition to its function as a ligand for cell surface receptors, S 1 P also 

acts as an intracellular messenger (Pettus et aL 2002). S 1 P is produced by the 

phosphorylation of sphingosine, catalyzed by sphingosine kinase (SphK), the most 

distal enzyme in the sphingomyelin pathway of sphingolipid degradation. To date, 

two distinct SphK isoforms, SphK-1 and SphK-2, have been cloned and characterized 

(Maceyka et al. 2005a). SphK-1 bas been shown to be upregulated in various tumors 

(French et al. 2003 ). The strong expression of SphK-1 is also associated to the 



176 

sustained growth of tumor ce Ils through the S 1 P-mediated inhibition of tumor ce IL 

apoptosis (Maceyka et al. 2002). Recently, the expression of SphK-1 has been 

assoc iated to a poor survival prognosis for patients with brain tumor (Van Brock1yn 

et al. 2005). Moreover, it has been shawn that SphK-1 impairs the efficacy of 

chemotherapy in prostate adenocarcinoma cells (Pchejetski et al. 2005). Since P-gp is 

also associateci to a poor prognosis for patients with a brain tumor and plays a major 

role in the chemotherapy efficacy (Regina et al. 2001) , we hypothesize that SphK-1 

and its product SlP, could regulate P-gp transport activity. 

In the present paper, we demonstrate that SphK-1 is upregulated in brain 

endothelial cells isolated from brain tumors compared to nom1al brain EC. We also 

provide evidence that SphK-1 and its product S1P modulate P-gp transport activity in 

the rat brain endothelial cell line RBE4. Moreover, our data support the hypothesis 

that P-gp transport activity is regulated by S 1P. Finally, we demonstrate that 

extracellular S 1P mediates its effects on P-gp function by interacting with S 1P-1 and 

S 1P-3 on the RBE4 cell surface. Altogether, our results suggest that the SphK-1 /S 1 P 

couple participates to the regulation of P-gp function in endothelial cells of the blood 

brain barrier. 



177 

MA TERIAL AND METHODS 

Antibodies and chemicals: TriZOL reagent, trypsin and geneticin (0418 were 

from lnvitrogen (Burlington, ON). S lP, indomethacin, probenecid, verapamil, 

gentamycin, sodium dodecyl sulfate (SDS), trypsin for EC and bovine serum albumin 

(BSA) were purchased from Sigma (Oakville, ON). N,N dimethylsphingosne was 

from Cedarlane laboratories (Hornby, ON). Cyclosporin A (CsA) and SDZ PSC833 

were provided by Novartis Pharma Canada Inc. (Dorval, QC, Canada). bFGF was 

from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Epithelial growth factor (EGF) was 

from BD Biosciences Labware (Bedford, MA). Type-1 collagen was extracted from 

rat tail tendon by standard method (Silver and Trelstad 1980). mAb against P-gp 

(namely rnAb C219) was from ID Labs (London, ON, Canada) . The rabbit polyclonal 

anti-SphK-la antibody was a kind gift of Dr Yoshiko Banno. Secondary antibodies, 

linked to horseradish peroxidase, were purchased from Jackson ImmunoResearch 

Laboratories (West Grove, PA) and Enhanced Chemiluminescence Reagent Plus 

(ECL) reagents were from NENTM Life Science Products (Boston, MA). 

Cells and culture media: a-MEM medium, Ham's F12 Nutrient Mixture and 

L-Glutamine were purchased from GIBCO BRL (Burlington, ON). Fetal calf serum 

(FBS) was from HyClone Laboratories (Logan, UT) . RBE4 immortalized rat brain 

microvessel EC were gift of Dr Françoise Roux. RBE4 cells were plated on type I 

collagen-coated plates (200 J...Lg/ml) and maintained in aMEM/Ham's F12 (1 :1 v/v) 

containing 10% heat-inactivated FCS, 30 mg/ml geneticin, 50 mg/ml gentamycin and 

100 ng/ml bFGF. Ali cells were incubated at 37°C, air/C02 (95%/5%). 

Isolation of EC fractions from brain tissue: The isolation of EC from normal 

male Lewis rat (Charles River, QC, Canada) brains has been performed as previously 

described (Regina et al. 2003). AU animal experiments were evaluated and approved 
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by the Institutional Comity for Good Animal Practices (UQAM, Montréal, QC, 

Canada). Magnetic cell sorting (MACS) was performed using microbeads, a 

MidiMacs separation unit and positive selection MACS columns from Miltenyi 

Biotec (Auburn, CA, USA). Mouse anti-PECAM-1 antibody that was linked to 

microbeads was from Cedarlane Laboratories (Homby, ON, Canada). 

eDNA constructs and cell transfection: The plasmid encoding for the mouse 

sphingosine kinase-1-GFP chimera was generously provided by Dr Sarah Spiegel. 

The dominant ne~ative form of the human sphingosine kinase-1-GFP (G82D) 

chimera was a kind gift of Dr Lina Obeid. RBE4 cells were transiently transfected 

with eDNA plasmids by using the liposomal fonnulation TranspassD 1 transfection 

reagent (New England Biolabs inc. , Pickering, ON). Transfection efficiency was 

confirrned by western blotting. AU experiments involving transfected cells were 

performed 36 hours following transfection. Mock transfection of RBE4 cells with 

pcDNA (3 .1+) expression vector alone was used as control. 

Sphingosine-1-phosphate measurement: 32Pi was pmchased from Amersham 

(Baie d ' Urfé, QC). RBE4 cells were washed with phosphate-free medium and 

incubated with 2 ml of this buffer containing 32Pi ( 40 11Ci/ml) for 16 h in a 6-well 

plate. Placing the dishes on ice, and rapidly removing the medium tenninated the 

reactions. The cells were scraped from the disb in 1 ml of 0.1 N HCI. Samp1es were 

then supplemented with 2.5 volumes of chlorofonn/1-butanoVHCI (50/50/l v/v), 

vortexed for 2 min, and incubated at room temperatme for 10 min. Samples were 

spun at 5,000 x g for 10 min. Organic phases were dried under nitrogen and analyzed 

by TLC. This single step extraction allowed the extraction of S 1P with an efficiency 

of >90% recovery (Ancellin et al. 2002). Samples were resuspended in 50 111 of 

chloroform. [32P]S lP was resolved by TLC on Silica Gel 060 using 1-butanol/acetic 

acid/water (60/20/20 v/v) buffer. Bands corresponding to SlP, revealed by the 
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ninhydrine staining of purified S lP, were scraped from the plates and counted in a 

scintillation co un ter. 

lmmunoblotting procedures: Cells were homogenized in lysis buffer. 30 f.!g of 

protein were separated by SDS- polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Ali 

samples, except for P-gp detection, were boiled for 5 minutes at 1 05°C. After 

electrophoresis, proteins were electrotransfen·ed to polyvinylidene difluoride 

membranes which were theo blocked overnight at 4°C with 5% non-fat dry milk in 

Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris- HCl, pH 7.5) containing 0.3% 

Tween 20 (TBST). Membranes were further washed in TBST and incubated with the 

primary antibodies in TBST containing 3% BSA, followed by a 1 hour incubation 

with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (1 /5,000 dilution) in TBST 

containing 5% non-fat dry milk. Inununoreactive material was visualized by ECL+. 

Total RNA isolation and reverse transcriptase polymerase chain reaction ( RT­

PCR): Total RNA was extracted from control and transfected RBE4 cells using the 

TRizol Reagent. RT-PCR reactions were performed using the SuperScript™ One­

Step RT-PCR with Platinum® Taq Kit from Invitrogen (Burlington, ON). RT-PCR 

reactions were performed with specifie oligonucleotide primers derived from rat 

sequences and PCR conditions were optimized so that the gene products were 

obtained during the exponential phase of the amplification. PCR products were 

resolved on 2% (w/v) agarose gels containing 1 f.!g/ml ethidium bromide. 

Vinblastine accumulation assay. Cells were washed twice with HBSS (1.3 

mM CaCh, 5.4 mM KCl, 0.44 mM KH2P04, 0.5 mM MgC12, 0.83 mM MgS04, 137 

mM NaCI , 4.2 mM NaHC03, 0.34 mM Na2HP04, and 25 mM D-glucose, pH 7.3) 

then incubated for 1 hat 37°C in HBSS containing 50 nM eH]-Vb from Amersham 

(Baie d 'Urfé, QC). eH]-Vb accumulation was stopped by washing the cells 5 times 
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with ice-cold HBSS. Cells were lyzed with 0.1% Triton X-1 00 at room temperature 

overnight or with 0.1 N NaOH for 1 hour. 200 1-d of each sample were rnixed with 10 

ml scinti llation liquid and the radioactivity in the cell lysate was measured. Protein 

concentration was determined in each samples and radioactivity was nonnalized on 

the protein concentration. 

Treatment with antisense oligonucleotides: Antisense phosphorothioate 

oligodeoxyribonucleotides (PTO) against S1P-1 , S1P-3 and their respective 

scrambled controls were custom synthesized based on published sequences (Lee et aL 

1999; Liu et aL 2001 ). The sequences of the oligonucleotides used are the following: 

SlP-1 antisense, 5'-GAC GCT GGT GGG CCC CAT-3'; scrambled SlP-1 , 5'-TGA 

TCC TTG GCG GGG CCG-3 '; S1P-3 antisense, 5'-CGG GAG GGC AGT TGC 

CAT-3' ; scrambled SlP-3 , 5'-ATC CGT CAA GCG GGG GTG-3' . To reduce S1P-1 

and S lP-3 gene expression, RBE4 cells were grown to approximately 60% of 

confluence and incubated with 200 nM of either the scrambled controls or the SlP-1 

or S lP-3 antisense oligonucleotides using Transpass D 1 transfection rea gent. Cells 

were used 72h after transfection. 
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RESULTS 

Upregulation of SphK-1 in EC isolated from brain tumor. SphK-1 expression has 

been shawn to be correlated with a poor survival of patients with glioblastoma 

multiforme (Van Brocklyn et al. 2005).Then, we were interested to measure the 

expression of SphK-1 in EC derived from normal brain and glioma. By using a well­

established protocol (Regina et al. 2003), EC from nonnal rat brain and glioma were 

isolated. The expression of SphK-1 in these lysates was evaluated by Western blot 

analysis. As shawn on figure lA, the expression of SphK-1 in glioma-derived EC is 

much higher than in normal brain-derived EC. By densitometric analysis, we 

measured a three-fo ld increase of SphK-1 expression in glioma-derived EC compare 

to normal brain (Figure lB). 

Overexpression of SphK-1-GFP in RBE4 cells: RBE4 cell line was used as a madel 

of brain EC. These cells were transfected with either a mock plasmid or a plasmid 

coding for the wild-type GFP-tagged fonn of the SphK-1. The expression of the 

SphK-1-GFP protein in RBE4 cells was evaluated by fluorescence microscopy. As 

shawn on figure 2A, the SphK -1-GFP plasmid transfection is merely effective in 

RBE4 cells. Afterwards, the concentration of intracellu1ar and extracellular S lP was 

measured, as described in the methods section (Fig.2B). We can note that the vast 
.. 

majority of S 1 P remains within the cell, whereas a small percentage is excreted in the 

cell environment (Fig.2B). When SphK-1-GFP was overexpressed in RBE4 cells, 

both the intracellular and the extracellular form of SlP was increased (Fig.2B). These 

results indicate that this madel, in spite of the fact that the transfection efficiency is 

around 20%, cao be used to assess the effect of SphK-1 on P-gp expression and 

activity. 

Stimulation of P-gp expression in SphK-1-transfected RBE4 cells: Because both 

SphK-1 and P-gp expression are associated to a poor survival prognosis in patients 
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with brain tumor, we investigated the effect of the overexpression of SphK -1 on P-gp 

expression in RBE4 cells. By Western blot, the expression of SphK-1 in control and 

SphK-1 -GFP transfected RBE4 cells was deterrnined. In control and SphK.-1-GFP 

transfected cells, a band at around 40 kDa, corresponding to the basal expression of 

SphK-1 in RBE4 cells (Fig.3A) was detected. In SphK-1-GFP transfected cells, a 

second band, at around 70kDa, corresponding to the GFP-tagged SphK-1 protein was 

also observed (Fig. 3A). When P-gp was detected in the same lysates, we determined 

a 2-fold increase in the expression of the protein (Fig. 3A). 

In order to better characterize this phenomenon, we perforrned R T-PCR 

analysis of the expression ofboth mdr-1a and mdr-1b genes in mock and transfected 

cells. As shown in figure 3B, the overexpression ofthe wild-type forrn of the SphK-1 

protein led to the upregulation of the mdr-1b gene, without affecting the expression of 

mdr 1-a gene. However, the expression of both mdr-1 a and mdr-1 b was unaffected by 

the transfection of the dominant negative forrn of Sph.K.-1 (G82D) (Fig. 3B). This 

indicates that the regulation of the P-gp expression by SphK-1 depends on the 

catalytic activity of SphK-1. 

Stimulation of P-gp transport activity in SphK-1 transjected RBE4 cells: Since the 

overexpression of SphK-1 in RBE4 cells induced P-gp expression, we further 

investigated the impact of this transfection on P-gp transport activity. We tested the 

accumulation of vinblastine (eH]-Vb) in RBE4. As shown on figure 4A, the blocking 

of eH]-Vb efflux by P-gp inhibitors (verapamil, cyclosporine A and PSC833) led to 

an increase in its intracellular accumulation. However, broad-spectrum inhibitors of 

MRPs (probenecid and indomethacin) did not affect the accumulation of eH]-Vb in 

RBE4, suggesting that vinblastine, under the present experimental conditions, is 

specifically extruded by P-gp in RBE4 cells. Afterwards, we investigated the effect of 

SphK-1 overexpression on the P-gp dependent eH]-Vb accumulation in RBE4 cells. 

When cells were transfected with the wild-type forrn of SphK-1 , the accumulation of 
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eHJ-Vb within the cells was significantly lower than in the mock-transfected cells 

(Fig. 4B). However, the overexpression of the dominant negative fom1 of SphK-1 

(G82D) did not modify the eH]-Vb accumulation in RBE4 cells (Fig. 4B). These 

results indicate that the overexpression of SphK-1 induces the expression of 

functional P-gp. 

Stimulation of P-gp transport activity by SJP in RBE4 cells: We also determined the 

impact of S 1 P on P-gp-mediated eHJ-Vb efflux. RBE4 ce lis were incubated with 

11-1-M S1P for 1 hour and eHJ-Vb accumulation was assayed. As shawn on figure 5, 

the treatment with S1P stimulated eHJ-Vb efflux from cells. By Western blot 

analysis, we detern1ined that P-gp expression was unaffected by the treatment of 

RBE4 cells with S 1 P (data not shawn). 

We next deterrnined whether the overexpresston of SphK-1 could also 

stimulate the P-gp transport activity through the formation of S lP in the RBE4 cel! 

line. RBE4 cells were transfected with SphK -1-GFP plasmid or treated with 11-1-M 

SlP, in presence or absence of 10 1-1-M DMS, a specifie inhibitor of SphK-1 (Fig. 5). 

The addition of DMS partially antagonized the effect of the overexpression of SphK-

1 on the eHJ-Vb accumulation. The partial effect of DMS on transfected cells can be 

exp lained by the SphK-1-mediated upregulation of P-gp express ion in RBE4 cells. 

However, S 1P-mediated stimulation of P-gp function in RBE4 cells was unaffected 

by the addition of DMS (Fig. 5). 

To further characterize the SphK-1-mediated regulation of P-gp, RBE4 cells 

were also pretreated for 16 hours with pertussis tox in (PTX) in arder to block the 

function of S 1 P receptors at the ce li surface. The PTX treatrnent partial! y antagonized 

the SphK-1 -mediated stimulation of the eHJ-Vb efflux in RBE4 cells (Fig. 5). This 

suggests that SphK-1 modulates P-gp function through the upregulation of the protein 

but also through the S1P-mediated stimulation of P-gp transport activity. The PTX 
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treatrnent fully antagonized the S 1P-mediated stimulation of P-gp function in RBE4 

ce li s. 

Stimulation of P-gp functions through SJP-1 and SJP-3 receptors in RBE4 cells: 

Because PTX inhibited the S 1 P-mediated modulation of the P-gp transport activity, 

we evaluated which of the two Gi-associated SlP receptors (i.e. S lP-1 and SlP-3) 

cou ld be implicated in the regulation of this phenomenon. Th us, to identify which one 

is responsible for the effect of S lP on P-gp transport activity, RBE4 cells were 

treated with antisens oligonucleotides raised against S lP-1 or S 1P-3. As shown on 

figure 6, the scrambled oligonucleotides did not affect the SlP-mediated stimulation 

of the eH} Vb transport in RBE4 cells . However, both S 1P-1 and S 1P-3 antisens 

oligonucleotides partially antagonized the S lP-mediated stimulation of the P-gp 

function in RBE4 cells. These results indicate that theS lP-mediated stimulation of P­

gp transport activity is transduced by both S1P-l and SlP-3 receptors in RBE4 cells. 



185 

DISCUSSION 

The ATP-dependent P-glycoprotein (P-gp) lies on the luminal membrane of 

the brain capillary endothelial cells that form the blood- brain barrier (BBB) and is a 

key element in the extrusion of structurally dissimilar compounds from the brain EC 

into the blood vessel lumen. P-gp also plays a crucial role in the acquisition and the 

maintenance of the MDR phenotype in brain EC (Regina et al. 2001). Here, we are 

reporting that SphK-1 , which is also implicated in the development of brain tumors 

(Van Brocklyn et al. 2005), regulates P-gp expression and transport activity, through 

the generation ofboth intracellular and extracellular S1P, in brain EC. 

Since the upregulation of P-gp expressiOn IS a comrnon feature in the 

acquisition of the MDR phenotype (Henson et al. 1992), the increase in P-gp 

expression and activity induced by SphK-1 suggests that this kinase plays a crucial 

role in the setting of the MDR phenotype. This is in agreement with other studies that 

have also demonstrated the importance of the SphK-1 for the MDR phenotype. For 

instance, it bas been showed that doxorubicin-sensitive HL-60 cells display SphK-1 

inhibition coupled with ceramide generation. In contrast, chemoresistant HL-60 cells, 

that express P-gp, have sustained SphK-1 activity and do not produce ceramide 

(Bonhoure et al. 2005). Moreover, camptothecin resistant PC3 cells exhibit higher 

SphK-1 activity and also elevated expression of SlP receptors, SlP-1 and -3 , as 

compared with those of sensitive cells (Akao et al. 2006). Altogether, these data and 

our own results confinn the major role of SphK-1 for the MDR phenotype 

acquisition. However, our data are the frrst results showing that SphK -1 could be 

involved in the regulation ofP-gp at the BBB. 

Interestingly, the overexpression of SphK-1 bas been shown to be strongly 

associated to inflammation (Baumruker et al. 2005 ; Billich et al. 2005; Pyrko et al. 

2005). The higher expression of SphK-1 in brain EC isolated from brain tumors 
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compared to normal brain EC suggests that brain tumor-derived EC undergo a 

chronic inflammation, as previously described (Deininger and Schluesener 1999). 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) is one of the major inflammatory factors (Zha et al. 

2004; Monnier et al. 2005). COX-2 bas been shawn to be upregulated by SphK-1 

(Pettus et al. 2002) and to stimulate P-gp express ion (Patel et al. 2002) . As our results 

clearly show that the overexpression of SphK-1 leads to the upregulation of P-gp, this 

stimulation of P-gp expression in RBE4 could be dependent of COX-2. This concem 

is currently under investigation in our lab. 

By RT-PCR, we demonstrate that the overexpression of SphK leads to the 

overexpression of the mdr 1-b gene in RBE4 cells . The upregulation of mdr-1 b bas 

been associated to a cell differentiation phenotype. Thus, undifferentiated alveolar 

epithelial type II cells do not express mdr-1 b gene, whereas differentiated alveo lar 

epithelial type II cells do (Campbell et al. 2003). We already have described that the 

brain tumor endothelium displays a different molecular phenotype than the normal 

brain endothelium, including the upregulation of mdr-1 b (Regina et al. 2003 ). 

Therefore, the brain-tumor mediated SphK overexpression in brain EC might lead to 

the tumoral differentiation of the cerebral endothelium characterized, unless in part, 

by the upregulation of mdr-1 b gene. 

It bas been clearly demonstrated that the current use of chemotherapy to treat 

brain tumors is limited by the expression of P-gp in cancer cells (Ozben 2006) . The 

expression of P-gp in EC from the BBB (Beaulieu et al. 1997) also limits the 

penetration of chemotherapeutic drugs in the brain , decreasing the efficacy of brain 

tumor treatments. In this paper, we have demonstrated that SphK-1 and its product 

S lP stimulate P-gp transport activity in EC from brain capillaries. This suggests that 

SphK-1 could affect the efficacy of current brain tumor treatments through the 

modulation of P-gp expression. The use of SphK-1 inhibitors could therefore favor 
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the penetration of drugs into the CNS, by inhibiting the SphK-1-mediated 

upregulation of P-gp. Moreover, they could also affect brain tumors themselves. 

lndeed, the overexpression of SphK-1 observed in brain tumor cells (Van Brocklyn et 

al. 2005) and in brain tumor-derived EC leads to the in crea se of S 1 P concentration in 

the brain. Because S 1 P stimulates both the invasivenes and the proliferation of brain 

tumor ce lls (Van Brocklyn et al. 2002; Van Brocklyn et al. 2003), SphK-1 inhibitors 

will block the development of brain tumors by decreasing the overall S 1P 

concentration in the brain. The specifie targeting SphK-1 in brain EC and brain 

tumors will redu ce the development of brain tumors through the decrease of S 1 P and 

faci litate the penetration of chemotherapeutic drugs in the brain by inhibiting the 

upregulation of P-gp in brain EC. Consequently, SphK-1 inhibitors represent new 
\ 

antitumor weapons and will be of great help for the treatment of brain tumors. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 5.1: Upregulation of SphK-1 in brain EC isolated from brain tu mors. (A) 

Endothelial cells were isolated from normal rat brain or glioma implanted 

orthotopically as described in the Material and Methods section, and cells lysates 

were subjected to Western blot ana lysis for SphK-1 expression. ~-actin was detected 

as a loading control. (B) The expression of SphK-1 was analysed by densitometry 

using the IPLabGel software. Graph represents means quantifications ± SEM of at 

!east three gels. 

Figure 5.2: SphK-1-mediated increase of intracellular and extracellular S1P in 

RBE4 cells. RBE4 cells were transiently transfected with a eDNA plasmid encoding 

SphK-1-GFP or the pcDNA (3.1 +) empty plasmid (mock). (A) Phase contrast (PC) 

and fluorescence views of mock or SphK -1-GFP transfected RBE4 cel! s. (B) 

Extracellular and intracellular S 1 P was measured in control and RBE4 cells as 

described in the Material and Methods section. ** indicate statistically significant 

differences (?<0.05) compared to the control cells. 

Figure 5.3: Upregulation of P-gp expression by the active form of SphK-1 in 

RBE4 cells. (A) RBE4 cells were transiently transfected with a eDNA plasmid 

encoding the wild-type forrn SphK-1-GFP or pcDNA (3.1 +) empty plasmid (mock). 

SphK-1 and P-gp were detected by Western blot analysis . (B) RBE4 cells were 

transiently transfected with a eDNA plasmid encoding the wild-type forrn SphK-1-

GFP, the dominant-negative form SphK-1-GFP (G82D) or the pcDNA (3 .1 +) empty 

plasmid (mock). Total RNA was extracted as described in the Materials and Methods 

section and SphK-1, mdr-la, mdr-lb eDNA fragments were amplified by RT-PCR 

using specifie oligonucleotides. P-tubulin was amplified as a loading control. 
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Figure 5.4: SphK-1-mediated decrease of f3H]-Vb accumulation in RBE4 cells. 

(A) [3HJ-Yb accumulation was measured in presence and absence of various P-gp 

inhibitors (CsA: 2.5 ).lM; Verapamil: 10 ).lM; PSC833: 5 ).lM) or MRPs inhibitors 

(Probenecid : lü ).lM and Indomethacin: 10 ).lM). (B) RBE4 cells were h·ansiently 

transfected with a eDNA plasmid encoding the wild-type form SphK-1-GFP, the 

dominant-negative form SphK-1-GFP (G82D) or the peON A (3.1 +) empty plasmid 

(mock). eH]-Vb accumulation was measured as described in the Method section. 

Results were expressed as the percentage of eH]-Yb accumulation measured in 

absence of P-gp inhibitors. Graph represents means quantifications ± SEM of at least 

three independent experiments. ** indicate statistically significant differences 

(P<0.05) compared to the control cells. 

Figure 5.5: Modulation of P-gp function by SphK-1 and S1P in RBE4 cells. RBE4 

cells were transiently transfected with a eDNA plasmid encoding the wild-type form 

SphK-1-GFP or pcDNA (3.1 +) empty plasmid (mock) or treated with S1P 1 ).lM for 1 

hour and eH]-Vb accumulation was measured. Cells were pretreated with either PTX 

at 20 ng/ml for 16 hours or OMS at 20 ).lM for l hour. Graph represents means 

quantification ± SEM of at least three independent experiments. ** indicate 

statistically significant differences (P<0.05) compared to the control cells. 

Figure 5.6: S1P-mediated stimulation of P-gp transport activity in RBE4 cells 

through S1P-1 and SlP-3 receptors. eHJ-Vb accumulation was measured in RBE4 

cells transiently transfected with 200 nM of antisense (AS) oligonucleotides against 

S lP-1 and S 1P-3, or with their scrambled contro1s (S), and used 72 hours post­

transfection. (A) S1P-l (S) and (AS) or (B) SlP-3 (S) and (AS) transfected cells were 

treated or not with S 1 P 1 ).lM. Graph re presents means quantification ± SEM of at 

least three independent experiments. ** indicate statistically significant differences 

(P<0.05) compared to the control cells. 
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Figure 1: Upregulation of SphK-1 in brain EC isolated from brain 
tu mors 
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Figure 2: SphK-1-mediated increase of intracellular and 
extracellular SlP in RBE4 cells 
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Figure 3: Upregulation of P-gp expression by the active form of 
SphK-1 in RBE4 cells 
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Figure 4: SphK-1-mediated decrease of eH]-Vb accumulation in 
RBE4 cells 
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Figure 5: Modulation of P-gp function by SphK-1 and SlP in RBE4 
cells 
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Figure 6: SlP-mediated stimulation of P-gp transport activity in 
RBE4 cells through SlP-1 and SlP-3 receptors 
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CHAPITRE III: DISCUSSION 

Le cancer est la deuxième cause de mortalité dans le monde industrialisé après 

les accidents cardiovasculaires mais pourrait dans un futur proche occuper la 

première place de ce triste palmarès. C' est déjà le cas au Québec ! Cette maladie 

touche environ l 0 millions de personnes dans le monde. La découverte de nouvelles 

thérapies pour cette maladie est, par conséquent, nécessaire afin de la combattre plus 

efficacement. 

Molécules naturelles et traitements des tumeurs cérébrales. 

Le thé vert représente l'un des aliments dont les propriétés chimiopréventives 

sont les mieux documentées . Les molécules les plus actives du thé vert sont les 

polyphénols ou catéchines (De meule et al. 2002b ). Dans notre première étude, nous 

nous sommes intéressés aux effets de l'EGCG, la principale catéchine du thé vert, sur 

les propriétés d' adhérence et de migration des cellules de médulloblastome DAOY. Il 

a déjà été démontré que l'EGCG inhibe l'adhérence et l' étalement des cellules de 

mélanome et de carcinome pulmonaires murins sur la fibronectine (Sazuka et al. 

1998). Les auteurs ont notamment démontré que l'EGCG interagit avec le domaine 

C-tenninal de la fibronectine, inhibant du même coup, de façon compétitive, 

l'interaction des cellules avec leurs sites de liaison sur la fibronectine (Sazuka et al. 

1998). Le même type d' inhibition compétitive a aussi été démontré pour l' adhérence 

de ce llules de mélanome sur la laminine (Suzuki and Isemura 2001). Cependant, les 

auteurs ne se sont pas intéressés à l'effet potentiel de l'EGCG sur les protéines 

d' adhérence cellulaire, telles que les intégrines. 

Dans notre première étude, nous avons démontré que 1 'EGCG régule, tant au 

niveau transcriptionnel que traductionnel, l' expression de l'intégrine Pl dans les 

cellules DAOY de médulloblastome. Cette étude est donc la première à démontrer 
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que l'EGCG peut affecter l'adhérence cellulaire autrement que par l' interaction avec 

les molécules de la MEC. Bien que les mécanismes précis de cette régulation ne 

soient pas connus, nous pouvons penser que l'augmentation de l'expression génique 

de l' intégrine ~1 est le résultat combiné des effets de l' EGCG sur diverses protéines 

impliquées dans la régulation de l'expression des gènes. En effet, il a été démontré 

que l'EGCG peut moduler la phosphorylation des MAPKinases (Chen et al. 2000; 

Chung et al. 2001), bloquer l' activation de NFKB (Hou et al. 2004b) et interagir 

directement avec l 'ADN et l' ARN afin de moduler l'expression des gènes dans la 

cellule (Kuzuhara et al. 2006). Par conséquent, d'autres études seront nécessaires afin 

de mettre à jour le mécanisme moléculaire précis par lequel l'EGCG stimule 

l'expression de l' intégrine ~ 1 dans les cellules DAO Y. 

Les médulloblastomes sont principalement traités par chirurgie et 

radiothérapie (Freeman et al. 2002). La chirurgie intracrânienne est une chirurgie très 

lourde et la radiothérapie détruit aussi les tissus sains autour de la tumeur puisque tout 

le névraxe est irradié de façon prophylactique (Jakacki 2005). L 'utilisation de fortes 

doses de chimiothérapie est proscrite en raison d'effets secondaires importants, bien 

que son utilisation adjuvante ait démontré des effets positifs sur la survie des patients 

(Rutkauskiene and Labanauskas 2005). Il est donc nécessaire de trouver le moyen de 

réduire les doses de radiothérapie afin d 'augmenter la fréquence des traitements. 

Dans cette optique, l'association des thérapies conventionnelles avec la nutrathérapie 

a permis de faire évoluer le traitement des médulloblastomes. 

Les médulloblastomes sont des tumeurs radiosensibles (Leith et al. 1994; 

McLaughlin et al. 2006). Cependant, les doses efficaces nécessaires à leur destruction 

(25 à 30 Gys) sont encore trop importantes pour ne pas endommager les structures 

nerveuses du cervelet. Or, il a été démontré que l' EGCG augmente la radiosensibilité 

des tumeurs cérébrales (McLaughlin et al. 2006). On peut donc penser que 

l' utilisation simultanée de la nutrathérapie et de la radiothérapie permettrait de 
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radiosensibiliser les cellules tumorales et ainsi, de diminuer les doses de radiations 

nécessaires à la destruction des cellules cancéreuses. De plus, il a été démontré que 

l' irradiation stimule les propriétés angiogéniques des cellules endothéliales et favorise 

ainsi la récidive tumorale (Hast et al. 2002; Mirsky et al. 2002). Or, l'EGCG 

antagonise efficacement la tubulogenèse des cellules endothéliales induite par 

l' irradiation (Annabi et al. 2003). Par conséquent, la mise en place d 'une thérapie 

multimodale associant chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie et nutrathérapie 

pourrait permettre d 'augmenter sensiblement l'efficacité des traitements 

conventionnels des médulloblastomes et autres tumeurs cérébrales. 

La croissance des tumeurs cérébrales requiert une angiogenèse soutenue afin 

d'assurer un apport en oxygène et en nutriments suffisant pour répondre aux besoins 

des cellules cancéreuses en division . Les thérapies antiangiogéniques sont donc un 

complément essentiel aux thérapies antitumorales. Le blocage des fonctions 

d 'adhérence des intégrines vasculaires par des peptides RGD synthétiques est une des 

stratégies mises au point pour stopper la croissance des vaisseaux sanguins tumoraux 

(Strieth et al. 2006). L 'efficacité de ces peptides synthétiques est très variable et leur 

spécificité est relativement faible, ce qui pose un problème important pour leur 

utilisation clinique. Or, on a découvert, il y a quelques années, que certains venins de 

serpent contiennent de nombreux peptides naturels capables de bloquer 

spécifiquement et, avec une efficacité 500 à 2000 fois supérieure à celle des peptides 

RGD synthétiques, la fonction des intégrines vasculaires, (Huang 1998; Lu et al. 

2003). 

Le blocage de la fonction des intégrines vasculaires par les peptides isolés de 

venins de serpents affecte en tout premier lieu le processus d 'hémostase. En effet, ces 

peptides sont capables d 'activer ou d ' inhiber l' agrégation plaquettaire, mais peuvent 

aussi affecter directement l'endothélium vasculaire (Lu et al. 2005; Marsh and 

Williams 2005). Cette observation a permis d 'utiliser ces peptides pour le traitement 
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des thromboses et autres pathologies vasculaires (Pal et al. 2002). Cependant, puisque 

parmi les cibles moléculaires de ces peptides se trouvent les intégrines vasculaires aV 

et a5~1 (Huang et al. 2001; Wijeyewickrema et al. 2005), l' idée de les utiliser dans le 

cadre de thérapies antiangiogéniques du cancer a rapidement germé (Golubkov et al. 

2003). 

Dans notre deuxième étude, nous avons caractérisé les propriétés 

antiangiogéniques in vivo et in vitro de la lébectine, une lectine de type C (CLP) 

isolée du venin de la vipère Macrovipera lebetina. Nos résultats sont les seconds à 

mettre en évidence les propriétés antiangiogéniques d'une CLP. En effet, il a déjà été 

démontré que l 'agkistine, une CLP isolée du venin de Agkistrodon acutus, inhibe 

l'angiogenèse in vivo (Y eh et al. 2000). De nombreux autres peptides, principalement 

des désintégrines, ont aussi démontré leur capacité à bloquer le processus 

angiogénique (Golubkov et al. 2003 ; Olfa et al. 2005). Cependant, dans le cas de ces 

peptides, les concentrations nécessaires à inhiber l' angiogenèse sont très supérieures 

aux concentrations efficaces de la lébectine. Par conséquent, la lébectine est le 

peptide isolé de venin de serpent dont l'efficacité antiangiogénique est la plus 

importante jamais rapportée à ce jour. Ces résultats viennent compléter une autre 

étude effectuée dans notre laboratoire concernant les propriétés antitumorales de la 

lébectine (Sarray et al. 2004). Par conséquent, l'ensemble de ces données ouvre la 

voie à la caractérisation des propriétés antiangiogéniques d'autres CLPs. 

Nos résultats ont montré que de faibles concentrations de lébectine affectent 

spécifiquement les fonctions d 'adhérence des intégrines a5~1 et aV~3. Ces deux 

intégrines jouent un rôle crucial lors de l'angiogenèse tumorale. En effet, l' intégrine 

a5~1 est fortement exprimée dans les vaisseaux sanguins des tumeurs alors qu ' elle 

n'est pas exprimée dans les vaisseaux sanguins normaux (Kim et al. 2000b). 

L'intégrine aV~3, quant à elle, est fortement exprimée dans les vaisseaux sanguins 

des glioblastomes alors qu 'on ne peut la détecter dans les vaisseaux sanguins non 

---- -----------------------------
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tumoraux (Gingras et al. 1995; Gladson 1996). Par conséquent, l' utilisation clinique 

de la lébectine permettrait de cibler très spécifiquement les vaisseaux sanguins en 

fonnation dans les tumeurs sans affecter les vaisseaux sanguins non tumoraux. 

Même si de nombreux peptides isolés de venins de serpent ont démontré leur 

efficacité antitumorale et antiangiogénique dans des expériences in vitro eVou in vivo 

(Huang et al. 2001; Golubkov et al. 2003 ; Trochon-Joseph et al. 2004), peu d 'entre 

eux ont prouvé leur efficacité dans des modèles animaux complexes de tumeurs 

implantées. A ce jour, les résultats les plus prometteurs concernent la contortrostatine, 

une désintégrine isolée du venin de Agkistrodon contortrix contortrix. Ce peptide 

inhibe très efficacement la croissance des gliomes (Pyrko et al. 2005), des carcinomes 

mammaires (Zhou et al. 2000), des tumeurs ovariennes (Markland et al. 2001) et des 

mélanomes (Trikha et al. 1994) implantés chez la souris . Il est important de noter que 

cette désintégrine est très bien acceptée par les animaux et ne montre pas d'effets 

adverses sur le système neurologique, ce qui suggère une faible antigénicité du 

peptide. L 'activité antitumorale de la contortrostatine, quant à elle, semble être 

principalement liée à son pouvoir antiangiogénique, la contortrostatine liant 

l'intégrine aVP3 à la surface des cellules endothéliales (Golubkov et al. 2003). 

Comme cela a été signalé ci-dessus, les traitements actuels de radiothérapie et 

de chimiothérapie des tumeurs cérébrales présentent des effets secondaires très 

importants et, dans le cas des tumeurs cérébrales pédiatriques, peuvent induire des 

séquelles neurologiques catastrophiques. De plus, la chimiothérapie se heurte à la 

présence de la barrière hématoencéphalique qui bloque le passage des molécules 

actives vers le cerveau (Regina et al. 200 1) . Par conséquent, les thérapies 

antiangiogéniques représentent un espoir important pour les patients atteints d'une 

tumeur cérébrale puisque ces thérapies ciblent directement l'endothélium vasculaire, 

ce qui permet d ' ignorer la présence de la barrière hématoencéphalique. L 'effet de la 

contortrostatine sur le développement in vivo des gliomes représente la toute première 
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étude. validant l'efficacité des thérapies antiangiogéniques basées sur l' utilisation des 

venins de serpents pour le traitement des tumeurs cérébrales. L'efficacité 

thérapeutique des peptides isolés de venins de serpent, associée à leur bonne tolérance 

par l'organisme, suggère donc que ces molécules pourraient devenir des armes 

extrêmement efficaces afin de lutter contre les tumeurs cérébrales. 

Sphingosine-1-phosphate et endothélium cérébral. 

La sphingosine-1 -phophate (S 1 P) est un sphingolipide qui a été caractérisé 

pour son rôle au cours de l'hémostase (English et al. 2000). En effet, lors d 'une 

blessure, l' activation plaquettaire induit la libération dans le sang de la S 1P présente 

dans les plaquettes (Igarashi and Yatomi 1998). La S 1P libérée stimule alors les 

cellules endothéliales vasculaires qui prolifèrent et migrent vers la source de S 1P, 

autrement dit le cai llot plaquettaire (Panetti et al. 2000). Cette activation des cellules 

endothéliales favorise le processus de cicatrisation. 

Si le rôle proangiogémque de la S1P au mveau des ce llules endothéliales 

périphériques est clairement étab li (Panetti et aL 2000), son rôle au nive?-u de 

l' endothélium cérébral est encore peu documenté. Dans notre troisième étude, nous 

avons tenté de comprendre de quelle manière laS lP régule le processus angiogén ique 

cérébral dans des conditions physiologiques. Nos résultats ont montré, de façon très 

surprenante, que la S 1 P inhibe les propriétés angiogéniques des cellules endothéliales 

cérébrales. Bien que la littérature scientifique regorge d ' études démontrant le rôle 

proangiogénique de la S 1 P, il est important de remarquer que nos travaux ne vont pas 

à l'encontre des données déjà publiées mais permettent plutôt de les compléter. En 

effet, nos résultats montrent que la S 1 P inhibe la migration et la tubulogenèse des 

cellules endothéliales cérébrales, mais stimule les propriétés angiogéniques des 

cellules endothéliales non cérébrales dans des conditions physiologiques. 



207 

La microvascularisation cérébrale j oue un rôle majeur dans la protection du 

système nerveux central (Takahashi and Macdonald 2004). Les cellules endothéli ales 

cérébrales, les cellules gliales et les ce llules nerveuses sont d ' ailleurs organisées en 

unités neurovasculaires (Allan 2006). Par conséquent, toute modification dans le 

fonctionnement normal du tissu nerveux affectera le tissu endothélial et vice versa. 

Dans des condi tions physiologiques, l' endothélium vasculaire cérébral est une 

structure extrêmement stable dont le rôle est de vasculariser et de protéger le cerveau 

grâce à la mise en place de la barrière hématoencéphalique (BHE). L 'angiogenèse 

cérébrale n'est donc pas un phénomène fréquent au niveau cérébral et doit donc être 

perçue comme une réponse de l'endothélium à un état pathologique du cerveau. 

L ' ischémie cérébrale ou le développement tumoral sont deux exemples de 

pathologies cérébrales entraînant une réponse angiogénique de la part de 

l' endothélium cérébral (Greenberg and Jin 2005). Dans les deux cas, les cellules 

nerveuses ou gliales se retrouvent dans des conditions d ' hypoxie. En réponse au 

manque d 'oxygène, les cellules sécrètent du VEGF qui va stimuler le processus 

angiogénique cérébral afin de réoxygéner le cerveau (Sun and Guo 2005) . Le VEGF, 

s ' il pennet la réoxygénation du cerveau, affecte aussi l' intégrité de la BHE puisqu ' il 

augmente fortement sa perméabilité (Kilic et al. 2006). Par conséquent, les cellules 

endothéliales cérébrales, dans des conditions physiologiques, semblent s'être 

adaptées afin de ne pas répondre à une stimulation angiogénique de la S 1 P lors des 

processus d' hémostase périphériques. L ' effet antiangiogénique de la S lP au niveau 

de l'endothélium vasculaire cérébral permet de maintenir l' intégrité de la BHE et de 

protéger le cerveau d 'une stimulation angiogénique qui lui serait délétère. Ceci 

suggère donc un rôle neuroprotecteur de la S lP dans des conditions physiologiques . 

La pennéabilité de l'endothélium vasculaire influe énormément sur ses 

propriétés de barrière. A l' inverse du VEGF, il a été démontré que la SlP diminue la 

pem1éabilité vasculaire in vivo et in vitro (McVeny and Garcia 2005 ; Singleton et al. 

2005), augmentant de fa it la fonction de barrière des endothéliums. De plus, nous 
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avons démontré que la SlP stimule l'activité de transport de la glycoprotéine P (P-gp) 

dans les cellules endothéliales cérébrales. La principale fonction de la P-gp au niveau 

de la BHE est d'extruder les xénobiotiques hors du compartiment cérébral, ce qui 

confère à cette protéine un rôle de protection -directe du cerveau. La stimulation de 

son activité de transport par la S1P, associée à l'effet de la S1P sur la perméabilité 

vasculaire, renforce encore 1' idée d 'une implication de la S 1 P dans la protection du 

cerveau dans des conditions physiologiques. 

Nos résultats ont montré que les cellules endothéliales cérébrales n'expriment 

pas MT1-MMP, une métalloprotéase de matrice de type membranaire, dans les 

conditions physiologiques. Or, il a été démontré que la S 1P coopère avec MTl-MMP 

afin de stimuler les propriétés angiogéniques des cellules endothéliales (Langlois et 

al. 2004). Puisque MT1-MMP est fortement exprimée dans les cellules endothéliales 

non cérébrales au niveau desquelles la S lP exerce une activité proangiogénique, 

l'effet antiangiogénique de la SlP au niveau de l' endothélium cérébral peut 

s 'expliquer par l' absence de MTl-MMP dans les cellules endothéliales cérébrales. De 

plus, nos résultats démontrent que la surexpression de MTl-MMP dans les cellules 

endothéliales cérébrales renverse l'effet antiangiogénique de la S 1 P renforçant encore 

le rôle majeur de MT 1-MMP dans les fonctions proangiogéniques de la S lP. 

Les tumeurs cérébrales, telles que les glioblastomes, sont parmi les tumeurs 

les plus vascularisées (Fischer et al. 2005). De plus, l' expression de la sphingosine 

kinase (SphK), l' enzyme responsable de la synthèse de la SlP, est fortement 

augmentée dans de nombreuses tumeurs, et plus particulièrement dans les tumeurs 

cérébrales telles que les glioblastomes (French et al. 2003; Van Brocklyn et al. 2005). 

En outre, il a été démontré que l'expression de la SphK dans les glioblastomes est 

corrélée à un faible pronostic pour les malades (Van Brocklyn et al. 2005). Par 

conséquent, il peut sembler paradoxal que l'expression de la SphK, et donc de la SlP, 

stimule le développement des tumeurs cérébrales alors que nos résultats . démontrent 
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que la S lP inhibe fortement l' angiogenèse cérébrale. L ' augmentation de la 

concentration deS lP dans le cerveau, en réponse à l'expression plus importante de la 

SphK, stimule en tout premier lieu la prolifération des cellules tumorales elles-mêmes 

(Van Brock.lyn et al. 2002; Van Brocklyn et al. 2003). De plus, puisque les tumeurs 

cérébrales sont extrêmement vascularisées malgré la forte concentration de S lP dans 

le cerveau, il semble donc qu 'en cas de tumeur, les cellules endothéliales cérébrales 

ne répondent plus à la S lP de la même façon que dans les conditions physiologiques. 

Nous avons montré qu'une des caractéristiques moléculaires des cellules 

endothéliales cérébrales nonnales est l'absence de MTl-MMP. Or, il a été démontré 

que cette protéine est fortement exprimée dans les cellules endothéliales cérébrales de 

glioblastomes (Munaut et al. 2003). Ceci suggère donc que les tumeurs modifient le 

phénotype des cellules endothéliales cérébrales, renversant ams1 l'effet 

antiangiogénique de la S 1 P. Cette modification du phénotype vascu laire cérébral, en 

réponse à l' environnement tumoral, a déjà été démontré dans notre laboratoire 

(Regina et al. 2003). 

Dans des conditions physiologiques, l' endothélium cérébra l assure la 

protection du cerveau. La structure étanche de la BHE pennet de créer une véritable 

barrière physique entre le sang et le cerveau. A cela s ' ajoute l'expression, au niveau 

des ce llules endothéliales cérébrales, de transporteurs protéiques spécifiques tels que 

la glycoprotéine P (P-gp) qui renforcent la fonction de barrière de 1' endothélium 

cérébral (Demeule et al. 2002a). Cependant, au cours du développement tumoral, 

l'endothélium cérébral perd peu à peu ses propriétés de barrière (Schneider et al. 

2004) et permet la croissance de la tumeur grâce au processus d 'angiogenèse 

cérébrale. De plus, si l'expression de la P-gp est un avantage certain dans des 

conditions physiologiques, elle représente un obstacle majeur pour le traitement des 

tumeurs cérébrales. En effet, de nombreuses molécules de chimiothérapie, substrats 

de la P-gp, ne passent pas la BHE car elles sont extrudées hors du cerveau par la P-gp 

(Regina et al. 200 1) . 
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Dans notre dernière étude, nous avons étudié La régulation de l' expression et 

de L'activité de transport de la P-gp par La SphK et La SlP au niveau des ce llules 

endothé liales cérébrales. Nos résultats montrent que L'express ion de la SphK est 

augmentée dans Les cellules endothéliales iso lées de tumeurs cérébrales. Ceci 

démontre encore une fois La spécificité phénotypique des cellules endothéliales au 

sein du lit vasculaire tumoral. De plus, La surexpression de la SphK dans les cellules 

endothéliales cérébrales entraîne l' augmentation de l'express ion et de L' activité de 

transport de la P-gp. Puisque l 'expression et L' activité de transport de la P-gp 

semblent, en partie au moins, être régulées par la SphK, 1 'utilisation simultanée 

d' inhibiteurs de La SphK et d'inhibiteurs de la P-gp pourrait permettre d ' améliorer la 

pénétration des drogues de chimiothérapie dans le cerveau afin de traiter les tumeurs 

cérébrales. De plus, la surexpression de la SphK dans les cellules endothéliales 

cérébrales devrait aussi influer sur le processus angiogénique cérébral. Par 

conséquent, la SphK représente une cible importante des thérapies antiangiogéniques. 

L 'utilisation d' inhibiteurs de la SphK pour le traitement de certains cancers a déjà 

donné des résultats prometteurs, tant in vitro qu ' in vivo (French et al. 2006). Malgré 

tout, l ' efficacité de ces inhibiteurs pour L'amélioration des traitements conh·e Les 

tumeurs cérébrales reste encore à être prouvée cliniquement. 

L ' identification de nouvelles molécules cib lant L'endothélium cérébral, 

associée à une meilleure connaissance de la régulation de ce tissu permet de mettre en 

place de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de lutter contre les tumeurs 

cérébrales. Nous avons mis en évidence l' importance de la SphK au cours de 

développement des tumeurs cérébrales et son rôle potentiel au cours du processus 

angiogénique cérébral. De plus, nous avons démontré que la lébectine pouvait 

bloquer spécifiquement l'angiogenèse cérébrale. Par conséquent, l' association de la 

lébectine et des inhibiteurs de la SphK pourrait permettre d'augmenter 



2 11 

signifi cativement 1 ' efficacité des thérapies antiangiogéniques pour le traitement des 

tumeurs cérébrales. 



Chapitre IV : Conclusions et perspectives. 

Conclusions générales 

Le traitement des tumeurs cérébrales représente un défi immense pour la 

médecine. La recherche de nouveaux traitements se révèle de plus en plus nécessaire. 

Au cours de notre étude, nous avons mis en évidence les propriétés antitumorales de 

certaines molécules naturelles présentes dans notre alimentation ou dans certains 

venins de serpents. Ces molécules présentent un grand intérêt clinique, que ce soit 

pour leur facilité d 'utilisation ou pour leur spécificité d'action. Les molécules 

naturelles issues de notre alimentation ne présentent pas d'effets secondaires, 

comparées aux protocoles classiques de radiothérapie et de chimiothérapie, ce qui 

leur confère Ul1 avantage certain sur les traitements conventionnels. De plus, 

l'approche métronomique de la nutrathérapie pennet de maintenir un niveau constant 

de molécules anticancéreuses dans l'organisme; ce qui n'est pas le cas pour les 

thérapies antitumorales classiques. Enfin, la mise en place d'une diète anticancéreuse 

permet d'augmenter la quantité de molécules actives dans l' organisme sans 

augmenter la prise de médicaments, ce qui représente un plus grand confort pour les 

patients. Quant aux peptides isolés de venins de serpents, ils se démarquent par leur 

activité spécifique au niveau de l' endothélium vasculaire et par leur très grande 

efficacité. Par conséquent, leur utilisation au cours des thérapies antiangiogéniques 

permet de cibler très précisément les vaisseaux sanguins en formation au cœur des 

tumeurs, sans affecter les vaisseaux sanguins matures. De plus, de très faib les 

concentrations de peptides suffisent généralement à bloquer totalement le processus 

angiogénique et le développement tumoral (Pyrko et al. 2005). Ceci pennet donc de 

diminuer les risques liés aux propriétés antigéniques de ces peptides. Les molécules 

naturelles pourraient donc être extrêmement efficaces dans les traitements des 

tumeurs cérébrales, en cib lant tout à la fois les cellules tumorales et l'endothélium 

cérébral. 
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La mise en place de thérapies antiangiogéniques pour lutter contre les tumeurs 

cérébra les passe par une meilleure connaissance du fonctionnement de l'endothélium 

cérébral. Nous avons mis en évidence le rôle ambivalent de la S lP dans la régulation 

des propriétés angiogéniques et des propriétés de barrière de l' endothélium cérébral. 

Ainsi, nous avons démontré que, dans des conditions physiologiques, la S 1 P joue un 

rôle crucial dans la protection du cerveau. En plus de bloquer les propriétés 

angiogéniques des cellules endothéliales cérébrales, elle augmente les propriétés de 

barrière de 1' endothélium cérébral, elle entraîne une vasoconstriction des vaisseaux 

cérébraux (Tosaka et al. 2001) et stimule l'activité de transport de la P-gp. 

Cependant, lors du développement d'une tumeur cérébrale, la S lP stimule la 

croissance des cellules cancéreuses et l'angiogenèse cérébrale. Ces données ont 

permis de mettre en évidence la spécificité phénotypique de l' endothélium cérébral 

normal et de l 'endothélium cérébral tumoral, qui peut permettre d'expliquer les 

réponses différentes des cellules endothéliales normales et tumorales suite à une 

stimulation par la SlP. L' implication de la SlP et de la sphingosine kinase (SphK) au 

cours du développement des tumeurs cérébrales fait de ces deux molécules de 

nouvelles cibles potentielles pour les traitements anticancéreux. 

Perspectives. 

Nous avons décrit les propriétés antitumorales de l'EGCG dans le cas des 

médulloblastomes. Même si l'EGCG traverse la barrière hématoencéphalique (BHE) 

(Nakagawa and Miyazawa 1997; Suganuma et al. 1998), les concentrations 

intracérébrales sont relativement faib les. Or, les cellules endothéliales cérébrales sont 

directement en contact avec le sang et peuvent interagir facilement avec l' EGCG. Par 

conséquent, il serait intéressant d' évaluer l'effet de l'EGCG sur les propriétés 

angiogéniques des cellules endothéliales cérébrales L 'EGCG inhibe l' angiogenèse 

périphérique très efficacement (Fassina et al. 2004; Rodriguez et al. 2006). Par 
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conséquent, il serait important de savotr SI l 'EGCG exerce auss1 un effet 

antiangiogénique sur l' endothélium cérébral. 

Les peptides isolés de venins de serpents présentent un grand intérêt pour le 

traitement du cancer. Dans notre laboratoire, nous avons démontré les propriétés 

antitumorales et antiangiogéniques de la lébectine. Cependant, il reste encore à 

démontrer les effets de ce peptide sur le développement de tumeurs cérébrales chez 

l'animal. Dans un premier temps, il serait intéressant d' étudier le passage de la 

lébectine à travers la barrière hématoencéphalique (BHE). Après l'iodation de la 

lébectine, il nous serait possible de détem1iner aisément le coefficient de passage de 

la lébectine à travers la BHE. Ceci permettrait de savoir si ce peptide pourrait affecter 

directement le développement des tumeurs cérébrales. Cependant, on peut aussi 

concevoir l' utilisation de ces peptides pour le traitement de toutes les maladies 

possédant une composante angiogénique. C'est le cas, par exemple, de la maladie 

d'Alzheimer. · En effet, le peptide d 'amyloide ~' caractéristique de cette maladie, 

stimule fortement l'angiogenèse cérébrale (Zand et al. 2005; Zlokovic 2005) . Or, les 

intégrines aV participent activement à ce processus angiogénique (Gramrnas et al. 

2006) et concourrent donc au développement de la maladie. Par conséquent, 

1 'utilisation de la lé bec tine pourrait permettre de freiner cette angiogenèse associée au 

développement de la maladie d 'Alzheimer. 

Nous avons déterminé que l'effet antiangiogénique de la S lP au niveau de 

l'endothélium cérébral était dû à l' absence de MTl-MMP dans les cellules 

endothéliales cérébrales. Or, MT 1-MMP est exprimée dans les cellules endothéliales 

de glioblastomes (Munaut et al. 2003). Par conséquent, il serait intéressant de 

déterminer quels sont les facteurs tumoraux qui stimulent la transcription de MT 1-

MMP au niveau de l' endothélium cérébral. Il se pourrait aussi que le niveau 

d'oxygénation plus faible des cellules endothéliales au sein des glioblastomes stimule 

l 'expression de MTl-MMP. Il a déjà été montré que l'expression de MTl-MMP 
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pouvait être régulée par l'hypoxie (Noda et al. 2005). En effet, l ' expression de MT 1-

MMP est régulée par le facteur de transcription Egr-1 (Haas et al. 1999) et ce facteur 

est surexprimé en réponse à l ' hypoxie tissulaire (Heiniger et al. 2003 ). 

Nos résultats démontrent que l' activité de transport de la P-gp est augmentée 

en réponse à la S 1P. Il serait particulièrement intéressant de comprendre par quelles 

voies de signali sation se fait l' activation de la P-gp. Le degré de phosphorylation de 

la P-gp pourrait aussi faire partie des régulations possibles de son activité suite à une 

stimulation par la S 1 P. En utilisant de 1 'A TP marqué au 32p, nous pourrions aisément 

répondre à cette question. De plus, nos résultats ont montré que la surexpression de la 

sphingosine kinase stimule l'expression de la P-gp dans les cellules endothéliales 

cérébrales. Le mécanisme précis de cette régulation n 'est pas connu. Il serait donc 

important de comprendre comment la surexpression de la sphingosine kinase régule 

l 'expression du gène codant pour la P-gp, et de quelle manière la stimulation de 

l'expression de la P-gp dans les cellules endothéliales tumorales peut influer sur le 

fonctionnement normal de la barrière hématoencéphalique. Il faudrait notamment 

déterminer si l ' augmentation de l ' expression génique de la P-gp dans les ce llules 

RBE4 est due à la SlP intracellulaire, produite par la SphK, ou à la stimulation des 

récepteurs EDG par la SlP au niveau de la membrane plasmique. 

Les travaux de cette thèse ont pennis la caractérisation de nouvelles molécules 

naturelles aux propriétés antiangiogéniques et antitumorales. Leur utilisation clinique 

pourrait permettre de grandement améliorer les traitements actuels contre les tumeurs 

cérébrales grâce à la mise en place de thérapies multimodales, associant l'utilisation 

de molécules naturelles et les thérapies conventionnelles telles que la chimiothérapie 

ou la radiothérapie . De plus, nos travaux ont pennis de mieux comprendre le rôle 

crucial de laS 1P dans le fonctionnement normal des cellules endothéliales cérébrales 

et de mieux appréhender l' importance de l'endothélium vasculaire pour le 
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fonctionnement nom1al du cerveau mars aussi pour le développement des tumeurs 

cérébrales. 
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