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RESUME

Le médulloblastome, un type hautement agressif de tumeur cérébrale pédiatrique, est I’un
des cancers dont le pronostic est le plus sombre di & la difficulté de s’y attaquer directement
et efficacement. L’avenir de la recherche en oncologie repose sur notre capacité & mieux
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la progression d’un
néoplasme afin d’identifier les joueurs clés impliqués dans le phénotype invasif tumoral
ainsi que de nouvelles cibles nous permettant de tirer profit de ces fajlles. L’une de celles-ci
est la métalloprotéase MMP-9, qui est surexprimée de maniére constitutive dans la plupart
des cas de cancers et qui contribue fortement au phénoméne d’angiogénése ainsi qu’a la
migration invasive des cellules tumorales. Une des voies de signalisation régulant
’expression de la MMP-9 passe par le facteur nucléaire NF-xB, qui est aussi intimement
liée & la régulation de COX-2, un médiateur important de I’inflammation dans le
microenvironnement tumoral. Sachant que le ciblage pharmacologique de chacune de ces
fonctions contribue a la régression tumorale, il apparait pertinent d’évaluer le caractére
thérapeutique in vitro de deux agents pharmacologiques, le propranolol ainsi que le lupeol,
dont les potentiels anti-tumoraux et anti-inflammatoires respectifs ont été rapportés. Les
mécanismes moléculaires a la base de leur activité demeurent cependant peu documentés.

Nous avons donc €mis 1’hypothése que, premiérement, le propranolol puisse inhiber la
sécrétion de MMP-9 indispensable a la cancérogénése en bloquant la voie de signalisation
NF-xB et que, dans un deuxiéme temps, le lupeol modulerait négativement I’inflammation
au site tumoral en bloquant la syntheése de COX-2 possiblement via la voie NF-xB. Pour ce
faire, nous stimulerons in vitro la voie de signalisation NF-xB & I’aide d’un agent pro-
carcinogene, le PMA, dans un modéle cellulaire tumoral de type DAOY. Les phénotypes
invasifs et inflammatoires résultants seront par la suite évalués en réponse aux traitements
pharmacologiques. Nos résultats démontrent que le propranolol inhibe I’activation de la voie
NF-xB induite par un agent carcinogéne de maniére dépendante de la dose, diminuant
conséquemment la sécrétion de MMP-9. Le mécanisme de notre agent affecte aussi deux
autres voies de signalisation cruciales a la cancérogénese, soit la voie des MAPK et de
PI3K/AKT, sans toutefois induire 1’apoptose des cellules traitées. Notre seconde hypothése
s’est cependant avérée inexacte puisque, bien que le lupeol module effectivement la voie
NF-xB et I’expression de COX-2, elle le fait & la hausse en synergie avec notre agent
carcinogéne, le PMA. Ces recherches nous ont par contre permis de comprendre une
nouvelle modulation du lupeol dans notre modele néoplasique et d’analyser ’axe de
signalisation MT1-MMP, dont la contribution était suspectée, & I’inflammation. De plus,
nous avons associé une autre partie du mécanisme moléculaire du lupeol via I’expression de
la protéine chaperonne HuR indispensable a la stabilisation du transcrit primaire de MMP-9.

En conclusion, nous avons démontré un nouvel axe signalétique par lequel ces agents
pharmacologiques affectent le développement tumoral. Ces données dénotent I’importance
de cibler la voie NF-xB afin d’atténuer a plusieurs niveaux le phénotype tumoral et
proposent I’implication de cibles thérapeutiques originales telles que les récepteurs -
adrénergiques dans la cancérogénése.

Mots clés : Médulloblastome, MMP-9, NF-xB, propranolol, récepteurs $-adrénergiques,
COX-2, inflammation, lupeol



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1 Le cancer

1.1. Généralités et statistiques

Le cancer est devenu en 2011 la principale cause de mortalité des pays industrialisés
et Ja seconde au monde. Depuis 2008, plus de huit millions de personnes déceédent chaque
année du cancer, I’équivalent de la population de la ville de Londres. Au Canada seulement,
on estime que 177 800 nouveaux cas seront décelés en 2011, et que pres de 75 000
personnes en succomberont (Société Canadienne du Cancer, 2011). L’importance de
poursuivre la recherche sur cette maladie n’est d’autant plus grande que 1’occurrence des cas
de cancer augmente chaque année a une vitesse alarmante. En effet, 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) estime que le nombre de déces liés au cancer pourrait dépasser
les 11 millions annuellement en 2030 si la tendance se maintient (Organisation Mondiale de
la Santé, 2011). Malgré tout, des percées importantes ont permis de mieux comprendre,
diagnostiquer et guérir cette maladie depuis les dix dernieres années grace a I’innovation de
nouveaux agents chimiothérapeutiques (Samant et Shevde, 2011), de la thérapie ciblée
(Sanchez-Munoz et al., 2009 ; Tongyoo, 2010) et d’avancées en chirurgie ainsi qu’en
radiothérapie (Dahele et Senan, 2010). Sachant maintenant qu’une panoplie de facteurs
environnementaux contribuent au développement du cancer, de nombreuses recherches
portent sur la prévention du cancer et sur 'impact de notre mode de vie a son
développement (Irigaray ef al., 2007). Il n’est donc pas étonnant que 30% des cas de cancers
pourraient étre facilement évités en éliminant certains facteurs de risques liés au mode de
vie tels le tabagisme, la malnutrition et la sédentarité¢ (Organisation Mondiale de la Santé,
2011). En fait, I’arrét du tabagisme permettrait & lui seul d’éradiquer 15% du taux de

mortalité 1ié au cancer chaque année.



1.2. Cancérogénése et angiogénése

L’apparition d’un cancer survient lorsqu’une cellule de 1’organisme subit une
altération génétique lui permettant, d’une part, de se diviser de maniére anarchique et
exponentielle, et d’autre part d’ignorer les signaux provenant de son microenvironnement.
Le néoplasme résultant altere sa signature biochimique afin d’assurer sa croissance au
détriment de I’organisme héte. Bien que chaque type de cancer soit unique depuis le tissu
dont 11 origine, toutes les cellules cancéreuses proposent le méme phénotype tel que décrit
par Hanahan et Weinberg (figure 1). Cette signature biochimique est composée de dix
éléments essentiels a la progression et a la survie tumorale et caractérise I’instant ou une

tumeur est dite maligne (Cavallo ef al., 2011 ; Hanahan et Weinberg, 2011).

La croissance rapide et désordonnée de la tumeur engendre cependant un probléme
majeur d’apport en nutriments et en oxygene. Effectivement, un tissu sain dont la croissance
est stable permet le développement concomitant d’un réseau de capillaires sanguins
permettant I’échange de nutriments, de métabolites ainsi que d’oxygene (Zetter, 1988). Ce
phénomene, nommé angiogénése, est un processus physiologique normal et indispensable a
la vascularisation des tissus. 1l s’agit cependant aussi d’un processus pathologique initié par
la sécrétion de facteurs de croissance tumoraux. En effet, une tumeur maligne en expansion
progresse trop rapidement pour permettre le développement concomitant d’un systéme
adéquat de vascularisation, ce qui engendre un centre hypoxique. En réponse a cette
carence, les cellules cancéreuses sécrétent une famille de molécules dites pro-angiogéniques
(VEGF, FGF, PDGF, ...) permettant le recrutement accru des vaisseaux sanguins
(L'Allemain, 2002). Cette angiogénése provoquée assure non seulement la croissance de la
tumeur, mais incite aussi cette derniére a larguer des cellules tumorales dans la circulation
sanguine afin d’envahir un tissu lointain du site d’origine (figure 2). L’implantation d’une
tumeur secondaire dans un tissu éloigné se nomme une métastase et est souvent associé a un

pronostique sombre dans 1’évolution de la maladie (Sanchez, Baker et Miller, 1986).




1.3.Symptomes et traitement

L’évolution d’un cancer peut s’étendre sur de nombreuses années tout en passant
inapergu. Effectivement, une tumeur doit atteindre une certaine taille avant d’occasionner
des problémes physiologiques importants a son microenvironnement ainsi qu’a I’organisme.
De plus, les symptdmes peuvent étre variés et facilement confondus a ceux d’une autre
maladie. Parmi les symptomes plus généraux, beaucoup de cancers sont associés a une perte
de poids soudaine, de la fatigue, de la douleur ainsi que de la fievre (Carr ef al., 2002).
Ceux-ci étant cependant peu spécifiques, le diagnostique doit alors reposer sur les
symptdmes typiques a un type de cancer particulier. Par exemple, le cancer colorectal peut
occasionner |’apparition de sang dans les sejles (Barrett et McKenna, 2011) alors qu’une
migraine séveére et récurrente peut étre indicatrice d’une tumeur cérébrale (Lakhan et Harle,
2009). Le dépistage précoce lors de 1’apparition de ces signes augmente significativement
les chances de guérison. En fait, prés du tiers de tous les cas de cancers peuvent étre guéris

s’ils sont dépistés tot dans I’évolution de la maladie.

La médecine moderne posseéde plusieurs outils pour contrecarrer le développement
tumoral. La premiére méthode consiste a extraire chirurgicalement le néoplasme du tissu
atteint lorsque cela est possible. Le retrait de la tumeur nécessite 1’ablation de toute la zone
saine en périphérie afin d’assurer qu’aucune cellule cancéreuse résiduelle ne provoque sa
résurgence (Broderson, 1995). La possibilité d’une chirurgie est cependant dépendante de
I’emplacement de la tumeur, donc de son type, et de la capacité a y accéder sans
endommager les tissus avoisinants. Par exemple, il n’est pas rare qu'un gliome, tumeur
cérébrale provenant des cellules gliales du cerveau, soit considéré inapte a la chirurgie s’il
n’est pas en périphérie du cerveau et donc facilement accessible. L’ablation physique reste

donc, encore a ce jour, le meilleur moyen d’éliminer la totalité d’une tumeur.

Une autre arme que posséde la science moderne confre le cancer est la radiothérapie.
Fortement utilisée de pair avec ’exérese chirurgicale, cette méthode consiste a soumettre la
zone cible 4 des radiations ionisantes afin d’infliger des dégéts a I’ADN des cellules
touchées (Ross, 1999). Les cellules regoivent des dommages indirects suite a la formation de

radicaux libres générés par le rayonnement du liquide cytoplastmque (Girdhani et al., 2005).



Cette propri€té étant dépendante du taux d’oxygene dans la cellule, la radiothérapie semble
moins efficace chez la tumeur en hypoxie (Harrison et al, 2002). Une autre arme
conventionnelle dans la lutte contre le cancer est la chimiothérapie, soit I’administration
d’agents chimiques ciblant les cellules cancéreuses. Jusqu'a ce jour, peu d’agents
chimiothérapeutiques sont aptes a cibler spécifiquement les cellules tumorales, occasionnant
un lot important d’effets secondaires. Ce domaine a cependant connu beaucoup d’innovation
lors des dix derniéres années, notamment via la découverte de 1'Imatinib, un inhibiteur
d’enzymes a activité tyrosine kinase (Breccia, Efficace et Alimena, 2011). Ce médicament,
utilisé principalement dans le traitement de la leucémie myéloide chronique, est I'un des
premiers de sa classe a cibler de maniére hautement spécifique les cellules cancéreuses sans

affecter les cellules saines (Cohen et al., 2002 ; Etienne et Mahon, 2001).

2 Le cancer du cerveau

2.1.Les médulloblastomes

Sans étre I'un des types de cancer les plus communs, le cancer du cerveau est
définitivement I’un des plus meurtrier. Méme suite 3 un traitement intensif de la tumeur par
chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie, le pronostique des patients atteints ne dépasse en
moyenne qu’a peine un an (Kanu ef al., 2009). Outre que ce type de tumeur soit reconnu tel
’un des plus invasifs, plusieurs raisons expliquent la difficulté a le traiter. En premier lieu,
les cellules tumorales cérébrales sont hautement résistantes a la radiothérapie
conventionnelle. Il a été rapporté que des cellules souches cancéreuses, résistantes a la
radiothérapie et a la source de récidive, ont été retrouvées a de nombreuses reprises dans ce
type de tumeur (Murat et al., 2008). De plus, D’extraction par chirurgie est souvent
impossible & effectuer en raison de la nature fragile du cerveau, et finalement la
chimiothérapie est lourdement contrecarrée par la barriére hémato-encéphalique, qui bloque

une grande partie des agents avant méme leur arrivée a la tumeur (Verhoeff et al., 2009).

La tumeur la plus commune chez les individus de moins de vingt ans est la
médulloblastome. Elle se retrouve généralement dans le quatriéme ventricule entre le tronc

cérébral et le cervelet (figure 3), bien que ’on ignore toujours son origine exacte (Packer,



2005). Etant une tumeur de grade IV, & méme titre que plusieurs autres tumeurs cérébrales,
elle est hautement agressive et invasive. De plus, en raison de sa proximité au liquide
cérébro-spinal, la fréquence d’apparition de métastases & d’autres sites du systéme nerveux
central est élevée (Mazloom, Zangeneh et Paulino, 2010). Le traitement conventionnel de ce
type de cancer consiste premiérement en la résection chirurgicale de la masse tumorale, si
cela est possible, puis en un traitement intensif de radiothérapie. La chimiothérapie occupe
aussi une place de plus en plus prépondérante depuis les 10 derniéres années, démontrant
des signes encourageants de guérison méme chez certains cas de tumeurs malignes
métastasées. L'un des médicaments phares de ces derniéres percées médicales est le
Vismodegib, un inhibiteur de la voie de signalisation Hedgehog (Rudin ef al., 2009 ; Von
Hoff et al.,, 2009). De plus, de nombreuses études démontrent les effets néfastes de la
radiothérapie sur le cerveau en développement de patients en bas dges, ce qul accroit le
besoin de poursuivre la recherche en chimiothérapie (Abayomi, Chun et Kelly, 1990 ;

Goldberg et al., 2003).
2.2.La barri¢re hémato-encéphalique

L'un des obstacles majeurs au traitement efficace du cancer du cerveau par
chimiothérapie est le transport de I’agent jusqu'au site tumoral. Effectivement, les vaisseaux
sanguins s’y trouvant sont tapissés de cellules endothéliales a jonctions serrées, permettant
une meilleure régulation des échanges sang-cerveau (Redzic, 2011). Cette barriére naturelle
occupe une place prépondérante dans la fonction cervicale, puisqu’elle régule le
ravitaillement et ’homéostasie du systéme nerveux central. Le cerveau étant un organe
extrémement complexe et sensible, il est impératif qu’il soit mis a I’abri des variations du
pH sanguin, des hormones corporelles, des toxines ainsi quc des agents pathogenes
(Bradbury, 1993). Ce besoin de protection est d’ailleurs mis en évidence par I'incapacité des

neurones a se régénérer suite a un dommage important (Ribatti e al., 2006).

L’ensemble des fonctions de la barriére hémato-encéphalique peut se résumer a des
échanges par transport actif des nutriments et métabolites par les cellules endothéliales, alors
que les jonctions serrées entre ces cellules empéchent le passage des molécules ou méme

d’1ons. Cependant, deux autres types de cellules jouent aussi un réle proéminent au bon



fonctionnement de la barriére, soit les astrocytes et les péricytes (figure 4) (Kim et al,
2006). Leurs taches respectives sont la modulation sélective de la perméabilité de la barriére
et la régulation de la division ou de la différenciation des cellules endothéliales lors du
phénomene de I’angiogénese (Abbott, Ronnback et Hansson, 2006 ; Choi et Kim, 2008). De
multiples pathologies sont associés au fonctionnement erroné de la barriere hémato-
encéphalique (Ohtsuki, 2004), notamment la sclérose en plaque (Waubant, 2006), I’épilepsie
(Seiffert et al., 2004) et la maladie d’Alzheimer (Banks, 2010). Depuis quelques années, le
role émergent du cancer dans ’ouverture de la barriére s’ajoute aux conséquences mortelles
des tumeurs cérébrales (Schneider er al, 2004), entrainant de lourdes séquelles
neurologiques aux patients déja souvent dévastés par l’action directe de la tumeur. De
récentes recherches portent de plus sur le ciblage des capillaires sanguins cérébraux
tumoraux, empéchant le phénomeéne d’angiogénése de promouvoir la croissance tumorale
(Demeule et al., 2004 ; Tahanian et al, 2011). D’autres percées scientifiques proposent
plutét le contournement de la barriere afin d'acheminer certains agents
chimiothérapeutiques au site tumoral (Demeule et al., 2008 ; Demeule ef al, 2007 ;

Groothuis, 2000 ; Karkan ef al., 2008).

3 Voies de signalisation dans le cancer
3.1.  Axes généraux
3.1.1 Voies de survie/prolifération

Les cellules de notre organisme utilisent un réseau extrémement complexe d’activation,
de phosphorylation, de réarrangement ainsi que de dégradation des protéines afin de réguler
’ensemble des activités biochimiques nécessaires a son bon fonctionnement. L’un des défis
de la science moderne est par ailleurs d’identifier les acteurs de ces voies de signalisations,
de mieux comprendre le réle de chacune de ses composantes et d’élucider les liens qui les
unissent. Ces interactions étant a la base de toute vie sur terre, il n’est pas étonnant de
constater que la perte de 1’équilibre & n’importe laquelle de ces voies entraine des
conséquences graves a la cellule ainsi qu’a tout son microenvironnement. Plusieurs de ces

cascades de signalisation sont centrales dans le développement, la différenciation, la



prolifération et la survie de la cellule. Il a déja été démontré de plus que la cellule saine a
besoin de recevoir une panoplie de signaux externes pour poursuivre sa fonction sans quoi
elle entre en mode d’apoptose, soit la mort cellulaire programmée (Bowen, 1993 ; Rubin et
Baserga, 1995). En effet, 'une des voies centrales dite de survie est la voie
Phosphatidylinositol 3-Kinase / Protéine kinase B (PI3K/AKT) dont la fonction est
’activation de la protéine mTOR, conduisant & I’inhibition des signaux d’apoptose de la
cellule et augmentant sa capacité a proliférer (Kennedy ef al, 1997). Chez la cellule saine,
cette vole de signalisation est dépendante de la liaison de plusieurs facteurs de croissance et
de survie aux récepteurs de la cellule, notamment via la liaison de I'IGF-1 (insulin-like
growth factor 1) a son récepteur tyrosine kinase, ’IGF1R. L’absence de stinulation par
’IGF-1 entraine une baisse de I'activation de I’AKT puis de mTOR et en conséquence
’apoptose (Merlo et al., 1995). 1l a déja ét¢ démontré que 'une des caractéristiques
communes aux cellules cancéreuses est leur indépendance face aux signaux externes, afin
que leur développement progresse méme lorsque ’organisme tente de les éliminer (Vivanco
et Sawyers, 2002). Plusieurs mécanismes sont a la base de cette résistance, premiérement en
activant de maniére constitutive la voie PI3K/AKT via une mutation de la sous-unité
P110c de PI3K, deuxiémement par I’inhibition de PTEN, un antagoniste important de PI3K,
ou finalement via la surexpression du récepteur a IGF-1 (Georgescu, 2010 ; Hailey ef al,,

2002 ; Sun et al., 2010).

Une autre voie de signalisation indispensable au maintient de 1’homéostasie cellulaire
est la voie des MAPK. Cette cascade centrale dans la prolifération, la survie et la régulation
du cycle cellulaire est I'une des plus larges et des plus enchevétrées parmi les voies
majeures de signalisation (Seger et Krebs, 1995). L’une des portions cruciales est la
composante ERK 1/2, deux kinases homologues de 42 kDa el 44 kDa respectivement, dont la
phosphorylation résulte en 1’activation du facteur de transcription Fos nécessaire au passage
de ’état GO a D’état G1 du cycle cellulaire (Crews, Alessandrini et Erikson, 1992).
L’activation de ERK1/2 se produit lorsqu’un stimulus, tel que la liaison d’un facteur de
croissance & son récepteur, I’activation de la GTPase Ras ou J’activation de la protéine
kinase C par un carcinogeéne tel le phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), résulte en la
phosphorylation de la kmase c-Raf (Amos et al., 2005 ; Marshall, 1995). La transduction du
signal se poursuit alors par la phosphorylation des kinases kinases MEK 1/2 par c-Raf, qui a




leur tour phorphorylent ERK1/2. De nombreux cas de cancers ont vu I’oncogéne Raf muté
afin d’induire de maniére constitutive la phosphorylation de ERK, ce qui résulte en une

stimulation de la prolifération cellulaire indépendamment de tout signal externe (Adje,
2001).

3.1.2 Lavoie dépendante de NF-xB

Le facteur de transcription NF-xB |, initialement reconnu pour son rdle dans la réponse
immunitaire et le stress cellulaire, a connu beaucoup d’engouement les vingt derniéres
années en raison de son réle émergent dans le développement du cancer (Sakamoto et
Maeda, 2010 ; Staudt, 2010). Ce complexe protéique est formé, d’une part, d’une protéine
de la famille Rel et, d’autre part, de la sous-unité¢ P50 ou P52, formant le dimere NF-xB1 ou
NF-kB2 respectivement (Zheng, Yin et Wu, 2011). La régulation de ce facteur est
dépendante d’une famille d’inhibiteurs, les IkBs, qui séquestrent de maniére constitutive
NF-xB dans le cytoplasme (Beg et Baldwin, 1993). L’activation de cette voie de
signalisation, qui peut étre occasionnée par la présence d’espéces oxygénées réactives
(ROS), du facteur de nécrose tumoral (TNFa), de certaines cytokines ainsi que par les esters
de phorbols, provoque la phosphorylation des membres de la famille IkB par leurs kinases
respectives, les IKKs (Bomsztyk et al, 1991). Cette phosphorylation entraine
["ubiquitination de la protéine, qui se dissocie du complexe NF-kB, puis sa dégradation
subséquente par le protéasome. Le facteur de transcription nouvellement libéré est alors apte
a transloquer vers le noyau ou il active une panoplie de genes cibles qui sont impliqués
notamment dans le développement, la maturation et la prolifération des lymphocytes T, mais
aussi dans la plasticité neuronale, la mémoire, la réponse au stress, I'inflammation et
finalement 'inhibition de I’apoptose (Kaltschmidt et Kaltschmidt, 2009 ; Romano et al,
2006).

Le déréglement de cette voie dans le cas de la leucémie est mis en évidence par son role
proéminent dans la maturation des lymphocytes T (Garg et Aggarwal, 2002). Néanmoins,
beaucoup d’autres types de tumeurs bénéficient aussi d’un débalancement de cette vole qui

régule de plus la survie cellulaire, I'induction de I'inflammation et la production de



métalloprotéases matricielles (figure 5) (Annabi es al., 2009b ; Kwon et al., 2002 ; Seo,
2011). Il n’est donc pas étonnant que pres de 10% de la recherche publiée sur les facteurs de
transcription porte sur NF-xB seulement, malgré le fait qu’il en existe plusieurs milliers
chez ’homme (Chaturvedi ef al,, 2011). 1l a de plus déja été démontré que cette voie de
signalisation participe activement a la promotion de 1’angiogénése via la sécrétion de
facteurs pro-angiogéniques tels le VEGF et I’interleukine 8 (Yoshida et al., 1998), ainsi qu’a
la résistance aux agents de chimiothérapie et a la radiothérapie (Baldwin, 2001). Finalement,
la plupart des substances carcinogeénes et de nombreuses substances pro-inflammatoires
activent la vole NF-xB, notamment la lumiére UV, la fumée de cigarette, I’alcool, les esters
de phorbols, le TNF et la majorité des agents infectieux liés au développement du cancer

(Aggarwal, Vijayalekshmi et Sung, 2009).

4 Mdécanismes de la cancérogéneése

4.1. Phénotype invasif

4.1.1 Role de ’inflammation dans ’invasion tumorale

I’inflammation est la réponse immunitaire ¢lémentaire a une agression physique
(éraflure, coupure, briilure, infection, allergie...), et se manifeste généralement par
’apparition de rougeur, d’une sensation de chaleur, de douleur et d’un cedéeme. Ce
phénomene apparait dés les premieres secondes suite a [’agression et contribue a la
protection et a la réparation de la zone touchée, puis a sa rétroinhibition une fois le travail
terminé (Furie et Randolph, 1995). Cependant, de nombreuses études supportent la
contribution de I’inflammation au phénotype invasif tumoral, plus particuliérement une
forme chronique de I’'inflammation dans le microenvironnement tumoral (Balkwill et
Mantovani, 2001 ; Coussens et Werb, 2002). Effectivernent, la phase d’initiation tumorale,
caractérisée par la mutation du génome d’une cellule saine, a lieu couramment dans notre
organisme sans répercutions néfastes (Slaga, 1983). Une seconde étape a la cancérogénése,
la promotion, est indispensable a 1’apparition d’une tumeur & partir de cellules dont le

matériel génétique a été muté. Cette €tape nécessite 1’exposition des cellules concernées a
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un irritant d’origine chimique, d’hormones ou encore de I'inflammation (Lewis et Adams,
1987). Il n’est donc pas surprenant de constater que prés de 15% des néoplasmes soient
1nitiés de maladies inflammatoires a la base, mais que I’inflammation se retrouve par la suite
dans presque tous les cas de tumeurs malignes en développement (Wang et al., 2009). La
question & se poser est donc si I’inflammation est la résultante du néoplasme en croissance
ou |’opposé. D’une part, le tissu cancéreux est percu tel un agresseur par ’organisme, qui
stimule I'inflammation a son site afin de provoquer I’accumulation de cellules du systéme
immunitaire. Insidieusement, la tumeur utilise plusieurs des fonctions de 1’inflammation
pour contribuer a sa propre progression (Figure 6). Premiérement, les macrophages ainsi
que les métalloprotéases, libérés dans le milicu extracellulaire pour faciliter la diffusion des
cellules immunitaires, accélerent I’angiogénese tumorale ainsi que I’invasion des tissus sains
via la destruction de la matrice extracellulaire et la libération de facteurs de croissance et de
cytokines (Sica, 2010 ; Sun, 2010). Deuxiémement, la dilatation et I’augmentation de la
perméabilité des vaisseaux sanguins environnants facilitent la libération de cellules
cancéreuses dans la circulation (Costa er al, 2002). Troisiémement, le phénotype
inflammatoire et la génération de stress oxydatif augmentent la propension aux altérations
génétiques et diminuent I’efficacité du systeéme de réparation de dommages & I’ADN
(Edwards et al., 2009 ; Martin ez al., 2011). L’ensemble de tous les mécanismes qui lient le
cancer 4 'inflammation est extrémement large et complexe, mais il apparait maintenant
évident que le blocage de I'inflammation semble un moyen efficace de contrer, ou du moins
ralentir, la progression tumorale (Cabodi et Taverna, 2010). Ainsi, certaines études
s'intéressent désormais a I’inhibition de I’inflammation dans la prévention du cancer,
conférant de nouveaux rbles a de vénérables médicaments comme 1’aspirine (Ghosh et al.,
2010), ou encore dans le développement de nouveaux composés qui ciblent spécifiquement
les inducteurs de 1’inflammation chez les cellules tumorales (Trinchieri, 2011). Une large
branche de toute la recherche sur la prévention du cancer porte de plus sur le potentiel anti-
inflammatoire et antioxydant de substances retrouvées dans notre alimentation (Béliveau et
Gingras, 2007 ; Romagnolo, Papoutsis et Selmin, 2010), dénotant une fois de plus

I’importance du mode de vie dans I’occurrence de la maladie.

L’une des voies de signalisation cruciales a I'inflammation est celle du facteur de

transcription NF-kB, une cible déja trés attrayante en oncologie de par son implication dans



11

le phénomene de I’angiogénése, de la prolifération et de la survie cellulaire (Wu et Zhou,
2010). Effectivement, de nombreuses substances pro-inflammatoires activent cette voie,
notamment le TNF, les esters de phorbols et plusieurs cytokines, ce qui résulte en
Pactivation de génes codant pour d’autres facteurs pro-inflammatoires par la cellule tels la
cyclooxygénase-2 (COX-2) et le TNF (Aggarwal et Sung, 2011 ; Gupta et al., 2011).
L’absence de rétro-inhibition ainsi que la présence de ces facteurs dans le
microenvironnement ameéne cette vole a étre constitutivement active chez la plupart de

cellules tumorales, provoquant ainsi I’inflammation chronique.

4.1.2 TImplication de COX-2 dans le phénotype inflamiatoire

L’un des marqueurs importants de 1’inflammation est la surexpression de ’enzyme
COX-2. Cette derniére fait partie d’une famille d’enzymes, les cyclooxygénases,
responsables de la catalyse de ['acide arachidonique en prostaglandines. Ceux-ci ont des
roles multiples dans ’organisme, mais l'un des plus importants est 'induction de
I’inflammation. L’inhibition compléte des cyclooxygénases occasionne plusieurs problémes,
puisque les prostaglandines ont un role reconnu dans la protection du tract gastro-intestinal
(Radi, 2009). Cependant, contrairement a COX-1 qui est exprimé physiologiquement dans
presque tous les tissus, COX-2 est généré majoritairement par 1’état d’inflammation (Sano et
al., 1995). Ceci a mené au développement de nouveaux médicaments anti-inflammatoires

spécifiques & COX-2 permettant de contouner de nombreux problémes physiologiques.

De nombreuses études supportent I’action anti-tumorale des agents anti-inflammatoires,
confirmant I'utilité de leur usage thérapeutique dans le traitement de la maladie (Taketo,
1998). Bien que I'importance de cibler I’inflammation dans la cancérogénése, ou de manicre
plus spécifique COX-2, ne fait du sens que dans une optique thérapeutique et non
préventive, la compréhension des mécanismes par lequel 1’inflammation contribue au
phénotype tumoral est cruciale a ’élaboration de stratégies modulant son expression. Ainsi,
plusieurs voies de signalisation, notamment NF-kB, ont ét¢ associées a un caractere
inflammatoire (Karin, 2009). De plus, le lien entre ’activation de la voie de signalisation
NF-xB et I'induction de COX-2 par des agents carcinogenes a été démontré a plusieurs

reprises (Lee et al., 2011 ; Liu, Ye et Malik, 1999 ; Schmedtje e al., 1997). Une autre étude
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propose méme un rdle potentiel & COX-2 dans I’inhibition de 1’apoptose (Ballif et al.,
1996). 11 apparait donc logique que la sécrétion de COX-2, dépendante de la voie NF-xB,

soit une cible potentielle dans une thérapie anti-tumorale efficace.

4.2.Les métalloprotéases matricielles (VUM Ps)

4.2.1 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est le support physique auprés duquel les cellules de
notre organisme adheérent. Généralecment composée de collagéne, d’élastine, de
glycoprotéines €t de protéoglycanes, cette matrice est responsable de nombreuses fonctions
indispensables a la régulation et a la survie des cellules environnantes (Ruoslahti, 1996). Sa
structure physique est formée de filaments d’élastine sur lesquels le collagéne forme une
maille emprisonnant les autres composantes. Les glycoprotéines, et plus particulierement la
fibronectine, permettent 1’adhésion des cellules & la matrice, leur assurant un support stable
et prompt aux échanges biochimiques (McDonald, 1988). De nombreux facteurs de
croissance s’y retrouvent aussi piégés, attendant la dégradation de la matrice lors du
phénomene de remodelage cellulaire pour interagir avec les cellules voisines. Effectivement,
la MEC est en constant remodelage, conférant une certaine flexibilité aux cellules de
’environnement et remplissant une panoplie de fonctions physiologiques, notamment
’angiogénese et la migration cellulaire (Ingber et Folkman, 1989). Cependant, étant donné
leur role primordial dans le support physique ainsi que leur importance dans les échanges
entre les cellules, plusieurs pathologies sont associées a un déreglement de la matrice telles
la sclérose en plaque, I’arthrite rhumatoide et la progression tumorale (Amalinei et al.,
2010). Un néoplasme a en effet tout avantage a dégrader rapidement la MEC afin de
bénéficier des facteurs de croissance emprisonnés, plus particulicrement le VEGF, le bFGF
et le TGF-o, mais aussi afin de faciliter I’angiogénese tumorale, I’inflammation chronique,
la migration des cellules cancéreuses et ultimement la formation de métastases
(Kessenbrock, Plaks et Werb, 2010 ; Klein et Bischoff, 2011). Les cellules sécrétent de
nombreuses enzymes protéolytiques dans la MEC pour la dégrader, mieux connues sous le
nom de métalloprotéases (MMPs). L’une des cibles évidentes dans la lutte au cancer est

donc la classe des métalloprotéases, responsables en plusieurs points a I’invasion tumorale.
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4.2.2 Familles et roles des MMPs

La famille des métalloprotéases matricielles (MMPs) (Figure 7) consiste en 23
membres distincts chez ’homme classés en familles selon leur substrat et leur ancrage a la
membrane cellulaire si c’est le cas (Kohrmann ef al., 2009). Ainsi, les MMPs-1, 2, 8, 9 et 13
sont des collagénases, dont la fonction catalytique consiste a cliver les fibres de collagénes
de type I, II et III présentes plus spécifiquement dans le cartilage et les os. Cette propriété
leur confere un réle particuliérement important dans le remodelage et la calcification des os,
puisqu’elles sont les seules connues & ce jour chez 1’homme capable de dégrader ce type de
tissu (Sternlicht et Werb, 2001). Les métalloprotéases 2 et 9 quant a elles sont classées dans
la famille des gélatinases, aptes a dégrader le collagéne de type TV ainsi que la gélatine de la
MEC. Ces derniéres sont fortement surexprimées par les cellules tumorales et font ’objet de
recherches intensives en oncologie (Fridman et al., 1995 ; Liabakk et al., 1996). Une autre
famille de MMPs, les stromélysines, est responsable du clivage d’un large spectre de
protéines de la lame basale ainsi que de l'élastine, mais sans action sur les fibres de
collagénes retenant les mailles de la matrice. 1] existe finalement une derniére famille dite de
type transmembranaire, dont tous les membres sont ancrés & la membrane des cellules par
une portion transmembranaire, contrairement a leurs homologues solubles des autres
familles qui sont largués dans la MEC (Pei, 1999). Bien que différentes par leurs fonctions,
les MMPs présentent une structure similaire et bien conservée par I’évolution, commengant
par un pro-domaine N-terminal, un domaine catalytique dépendant d’un atome de zinc, une
région charniére et finalement un domaine hémopexine C-terminal (figure 8) (Nagase, Visse
et Murphy, 2006). Les MMPs transmembranaires possedent de plus une portion
transmembranaire hydrophobe & lextrémité C-terminale, ainsi qu’une courte queue
cytosolique. Lors de la synthése des MMPs, il existe aussi un pré-domaine précédant le pro-
domaine, qui ne servira qu’a diriger la forme primitive de 1’enzyme vers le réticulum
endoplasmique. L’activation de la protéase nécessite le clivage de la portion pro-domaine
suite & son excrétion de la cellule (ou aprés son ancrage a la membrane si ¢’est le cas),
puisqu’il bloque 'acces au site catalytique. Ce mecanisme est donc dépendant de ’action
d’une autre protéase, tel qu’une autre MMP ou une protéase a sérine, ou encore via

oxydation par des ROS (Mori, Shibanuma et Nose, 2004). L’activité enzymatique est
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finement régulée par la présence d’une famille d’inhibiteurs de protéases, les glycoprotéines
TIMPs. Ces derniéres sont larguées dans la MEC lors de la rétroinhibition du remodelage
cellulaire et lient fermement I’atome de zinc sur le site catalytique des MMPs, inhibant leur
activité (Bourboulia et Stetler-Stevenson, 2010). Il a été démontré que les TIMPs peuvent
aussi interagir avec le domaine hémopexine, dont le rdle connu a ce jour est d’une part
d’augmenter la spécificité du substrat & I’enzyme, mais joue de plus un réle dans I’induction

de la migration cellulaire (Dufour et al., 2008 ; Roeb et al., 2002).

Une surexpression de MMP-2, de MMP-9 et de MT1-MMP est fréquemment observée
lors de la progression tumorale, suggérant leur implication dans le phénotype invasif
tumoral. Etant Jes seules capables d’hydrolyser le collagéne IV constituant la membrane
basale, leur role dans I’angiogénése ainsi que dans la migration tumorale est maintenant bien
documenté, ainsi que leur implication dans la prolifération cellulaire et 1’invasion
métastatique (Roy, Yang et Moses, 2009). Ces enzymes sont aussi impliquées dans

’ouverture de la barriere hémato-encéphalique (Demeule et al., 2004).
423 LaMMP-2 etlerole de MT1-MMP

La MMP-2 est sans aucun doute la métalloprotéase la mieux documentée dans les
processus cancéreux. Fortement libérée par les néoplasmes en expansion, elle s’accompagne
généralement aussi par la surexpression de MTI-MMP aux abords des cellules malignes
(Sounnt et al., 2002). MTI-MMP posséde un trés large spectre de cibles moléculaires,
notamment les constituants de la MEC tels I’élastine, le collagéne et la fibronectine, mais
aussi la portion pro-domaine des métalloprotéases 2 et 13. Ainsi, J]a MMP-2 est sécrétée
sous forme inactive alors que MT1-MMP s’ancre a la membrane. S’ensuit alors I’activation
de la MMP-2 via le clivage de son pro-domaine par MT1-MMP (Hur et al., 2000), un
mécanisme qui est dépendant de I’interaction de TIMP-2 aux deux enzymes concernées
(figure 9). Ces derniéres procedent ensuite a la dégradation de la MEC en synergie, libérant
de cette derniére une panoplie de facteurs de croissance utiles a la cellule tumorale ainsi
qu’au dégagement de la voie facilitant, d’une part, la migration des cellules tumorales ainsi
que d’agents pro-inflammatoires, et d’autre part ’accés facilité aux capillaires en croissance

soumis a I’angiogéneése. Il a de plus été démontré par notre groupe de recherche que MT1-
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MMP participe au phénotype invasif tumoral dans la formation de neurosphéres a partir de
médulloblastomes (Annabi ef al, 2008a). Il a aussi été rapporté que le domaine
cytoplasmique de MT1-MMP est un joueur clé dans la transduction de nombreuses voies
signalétiques pro-tumorales impliquées notamment dans la survie cellulaire (Fortier ef al.,

2008) et la résistance 4 la radiothérapie (Wild-Bode ef a/., 2001).

424 LaMMP-9

4.2.4.1 Généralités

Tel que mentionné précédemment, la MMP-9 est I’une des protéases matricielles les
plus importantes au développement tumoral en raison de sa capacité a dégrader le collagéne
de type IV en plus d’une panoplie d’autres substrats de la MEC. Cette protéase de 92 kDa
est sécrétée sous forme inactive dans le milieu extracellulaire a I’instar de son homologue, la
MMP-2, ou le clivage du pro-peptide permet son activation (Himelstein et al., 1994). De
nombreuses autres MMPs peuvent induire son activation, notamment les MMPs -1, -2, -3, -
7, -10, -13 et -26 (Van den Steen et al., 2002). L’activité de la MMP-9 est donc dépendante,
d’une part, du taux des autres métalloprotéases sécrétées et, d’autre part, de la présence de
leurs inhibiteurs de la famille des TIMPs, et plus particuliérement TIMP-1 qui posséde une

forte affinité pour la MMP-9 (Hornebeck et al., 2005).

4.2.4.2 Synthése et stabilisation du transcrit primaire

Le promoteur du géne de MMP-9 contient plusieurs sites de liaison, notamment pour
les facteurs de transcription AP-1, Spl ainsi que NF-xB, régulant I’expression du transcrit
primaire (Kim et al., 2011). Plusieurs voies de signalisation peuvent donc étre a I’origine de
la surexpression observée chez les cellules cancéreuses tel les facteurs de transcription c-fos
et c-jun aux sites de liaison TRE/AP-1, mais il semble que la voie NF-kB soit absolument
nécessaire a la surexpression en réponse au PMA, au TNF-a ou encore plusieurs cytokines
(Ma et al,, 2004 ; Sato et Seiki, 1993). La stabilisation du transcrit primaire est ensuite
nécessaire pour mener a bien son processus post-transcriptionnel, étape qui nécessite

I’intervention de la protéine chaperon HuR. HuR est membre d’une famille de protéines
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ELAV dont il est le seul a étre exprimé de maniére ubiquitaire dans les tissus de notre
organisme (Doller, Pfeilschifter et Eberhardt, 2008). Son implication dans la stabilisation de
PARNm de la MMP-9 a été évaluée a plusieurs reprises par notre équipe de recherche
(Annabi er al, 2006 ; Annabi ef al, 2007 ; Annabi ef al, 2008b). Il reconnait
spécifiquement les motifs AREs situés sur la région 3’UTR des ARNm d’une centaine de
protéines (Meisner et Filipowicz, 2010) grice a ses domaines de liaison RRM1 et RRM2
(Fan et Steitz, 1998): Un autre de ces domaines, RRM3, reconnait plut6t la queue poly(A)
de ’ARNm. Il a €été démontré que toutes ces interactions sont nécessaires a la stabilisation
adéquate du transcrit, sans quoi il est ciblé pour la dégradation (Fialcowitz-White et al.,
2007). Ce type de régulation permet non seulement d’assurer la qualité de la traduction
subséquente mais aussi de gérer le niveau de son expression. Plusieurs études soutiennent
que la surexpression d’une protéine telle que la MMP-9 dans le cadre de processus
pathologiques requiert la surexpression concomitante de HuR afin de soutenir I'influx de

transcrits nucléaires (Huwiler ef al., 2003).

4.2.4.3 Régulation de ’activité enzymatique

Di a son rdle critique dans le milieu extracellulaire, le niveau de MMP-9 est finement
régulé par un équilibre entre sa production, son inhibition et sa dégradation. Ayant abordé
précédemment toutes les étapes de régulation liées a la synthése de I’enzyme, il est
nécessaire d’énoncer les mécanismes d’inhibition et de dégradation de la MMP-9
subséquents a son action. Il a déja ét¢ mentionné que la famille des TIMPs, et plus
spécifiquement TIMP-1, est capable de lier fermement I'atome de zinc au ceeur de la
protéase, I’inactivant de maniére transitoire. D’autres inhibiteurs physiologiques sont aussi
connus pour enrayer sa fonction, tels que 1’a2-macroglobuline (Woessner, 1991), mais de
nombreuses recherches portent a ce jour sur le développement de nouvelles substances
synthétiques capable d’inhiber ces enzymes clés dans la progression tumorale (Rudek,
Venitz et Figg, 2002). La dégradation de 1’enzyme par endocytose est aussi une méthode
trés efficace d’abolir sa fonction dans la MEC et de réguler la quantité de MMPs larguées en
tout temps. Effectivement, 1’endocytose induite par un récepteur est I'un des moyens les
plus puissants que posséde la cellule d’abaisser le niveau extracellulaire d’une panoplie de

facteurs et d’enzymes (Emonard ef al., 2005). Ce mécanisme est dépendant des récepteurs
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de type «low density lipoproten receptor-relaled protein» (LRP) ancrés a la membrane
cellulaire et capables de lier notamment la fibronectine, mais aussi de maniére plus
intéressante certaines MMPs telles que la MMP-2 et la MMP-9. Les protéines séquestrées

sont ensuite dégradées par les lysosomes de la cellule (Lillis ez al., 2008).

S5 Ciblage pharmacologique de ’invasion et de I'inflammation

L’art de soigner une maladie a partir d’ingrédients médicinaux remonte a la préhistoire,
ou nos prédécesseurs utilisaient des extraits de végétaux pour soulager la douleur. Par
contre, le traitement du cancer par ciblage pharmacologique n’est devenu un concept qu’au
20°™ siecle ol les propriétés d’un premier agent apte a bloquer la division des cellules, le
gaz moutarde, ont été découvertes lors de son utilisation au combat (Taffel, 1947). Depuis,
une large branche de l’oncologie se spécialise dorénavant a 1’étude de substances
provoquant la régression tumorale ou s’attaquant du moins & I'un de ses phénotypes (Sellers
et Fisher, 1999). Le but ultime de ce type de thérapie est le ciblage spécifique des cellules
cancéreuses, mais a défaut d’étre parvenu a ce jour a une molécule miracle, le meilleur
espoir réside dans la lutte aux promoteurs du microenvironnement tumoral tels que
’inflammation ainsi que les contributeurs de I’invasion du néoplasme dans les tissus

avoisinants.
5.1.Ciblage de la signalisation en aval des récepteurs f3-adrénergiques

Le propranolol est un agent pharmacologique faisant partie de la classe des (3-
bloquants, donc apte a bloquer de maniére non-spécifique les récepteurs adrénergiques de
type béta. Développé dans les années 50, son rdle historique s’est inscrit dans le traitement
ou la prévention de certaines maladies cardiaques telles que 1’hypertension artérielle
(Prichard et Gillam, 1969), I"infarctus du myocarde (Fonarow, 2006) et I’angine de poitrine
(Prichard, 1976). De nombreux autres roles ont été attribués a cette molécule dont on ne
cesse de découvrir de nouvelles propriétés thérapeutiques (Bellot et al., 2008 ; Bonnet,
Pierroz et Ferrari, 2008 ; Llorca et Wolf, 1991). L’un des pltis récents est son implication

dans la régression de I’hémangiome, une tumeur bénigne hautement vascularisée, chez le



nouveau-né. Pour certains de ceux-ci, a la fois affligés d’un hémangiome facial ainsi que de
troubles cardiaques, une dose de propranolol leur a été administrée et, étonnamment, la
résorption presque compléte de la tumeur fut observée. Cette découverte faite en 2008
propose pour la toute premiére fois I’implication des récepteurs adrénergiques dans un
mécanisme anti-tumoral (Leaute-Labreze et al, 2008). Depuis, I’engouement concernant
I’utilisation du propranolo! contre les hémangiomes ne cesse d’augmenter (Bernabeu-Witte]
et al.,, 2011 ; Shayan, Prendiville et Goldman, 2011 ; Storch et Hoeger, 2010), incitant du
méme coup a la recherche sur les propriétés anti-tumorales connexes attribuables a cet agent
(Fitzgerald, 2010). Des données subséquentes provenant de notre équipe de recherche ont
ensuite permis de démontrer que cet agent pharmacologique était capable d’inhiber la
tubulogénése ainsi que la migration des cellules endothéliales microvasculaires (Annabi et
al., 2009a), deux phénomeénes cruciaux a 1’angiogénese tumorale. Par contre, trés peu de
données n’existent encore a ce jour sur les mécanismes moléculaires par lesquels cet agent
agit. De plus, bien que son efficacité ait ét€ démontrée au niveau du compartiment

vasculaire, I’effet du propranolol sur le compartiment tumoral reste a étre évalué.
5.2.Ciblage pharmacologique du phénotype inflammatoire

Le lupeol est une molécule naturelle de la classe des triterpenes retrouvée dans de
nombreux végétaux ainsi que dans les mangues et les fraises. Plusieurs propriétés
pharmacologiques lul ont été associées durant les trois derniéres décennies, notamment des
effets anti-inflammatoires, anti-angiogéniques ct méme antiprolifératifs (Saleem ef al.,
2009). L’un des avantages inhérent a 1’utilisation de cet agent est sa trés faible toxicité pour
les cellules saines, puisqu’il semble cibler spécifiquement les c'ellules endommagées ou en
condition pathologique (Siddique et Saleem, 2011). Le lupeol est aussi capable d’induire
I’arrét de croissance ainsi que 1’apoptose chez des cellules cancéreuses hépatiques (He et al.,
2011), de la prostate (Khan, Adhami et Mukhtar, 2010), du pancréas (Murtaza ef al., 2009)
et de la peau (Saleem et al., 2008). Les mécanismes d’actions du lupeol sont nombreux et
complexes, modulant Pactivité de plusieurs cytokines ainsi que les voies NF-kB, Erk et
PI3K/Akt (Saleem, 2009). Sachant que I’inflammation est I’'un des processus clé dans la

cancérogénése, le lupeol pourrait tre utilisé sur une large gamme de tumeurs a des fins
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thérapeutiques. Cependant, mis a part un essai de migration cellulaire (Hata et al., 2005),

peu de données existent concernant les effets du lupeol sur le cancer du cerveau.




20

Autonomie en
facteurs de Résistance aux signaux
croissapce anti-proliférarifs

Deregulation du
Evasion du svsteme

metaholisme

energetigue

immunitatre

Réplication
illimitee

Instabilite genomig
& mutations

\neioeénese Invasion /
Metastases

Figure 1 : Les caractéristiques fondamentales du cancer

Les 10 signatures biochimiques telles que révisées par Hannahan et Weinberg, d’aprés le
schéma original de 2000. Les deux nouvelles caractéristiques sont la dérégulation du
métabolisme énergétique ainsi que I’évasion au systéme immunitaire. Deux nouvelles
caractéristiques promotrices tumorales ont aussi €té ajoutées, soit I’instabilité génomique et
I’inflammation (Hanahan et Weinberg, 2011).
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Figure 2 : Le phénoméne de ’angiogénése

1- Le centre de la tumeur en croissance est sous-alimenté et déficient d’un réseau de
vascularisation adéquat. 2- En réponse a I’hypoxie, la tumeur sécréte des facteurs pro-
angiogéniques (tel le VEGF) ainsi que des métalloprotéases matricielles (MMPs). Les
facteurs atteignent les capillaires sanguins et lymphatiques environnants et induisent leur
propagation vers la tumeur. 3- Un réseau de capillaires nouvellement formé s’établit au sein
de la tumeur suite & la dégradation de la matrice extracellulaire par les MMPs. 4- La tumeur
dorénavant irriguée convenablement poursuit sa croissance. L.a libération de métastases dans
la circulation sanguine est imminente.
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Figure 3 : Médulloblastome en IRM

Imagerie par résonnance magnétique (IRM) d’un patient atteint d’un médulloblastome au
sein du cervelet (Raffel, 2004).
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Figure 4 : Perméabilité de la barriere hémato-encéphalique

A- Vue de face de la barriere hémato-encéphalique. Les cellules endothéliales entourant
fermement le capillaire sanguin sont supportées par les péricytes qui assurent leur
développement ainsi que leur différenciation adéquate. Les astrocytes recouvrent la
membrane basale du capillaire, contr6lant rigoureusement la perméabilité de la barriére. B-
Comparaison d’un vaisseau sanguin régulier et cérébral. Les jonctions serrées empéchent
sélectivement le passage d’un grand nombre de substances limitant ’acce€s au compartiment
cellulaire cérébral. Le VEGF sécrété par les cellules tumorales passe a travers cette barriére,
déclenchant le phénoméne d’angiogénése. Adapté de Novel technologies for antiangiogenic
drug delivery in the brain (Benny et Pakneshan, 2009).
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Figure 5 : Implication de la voie NF-x B dans I’acquisition d’un phénotype tumoral

La voie de signalisation NF-xB est centrale a la progression tumorale de par sa contribution
a de nombreuses caractéristiques fondamentales des cancers telles qu’énoncées par Hanahan
et Weinberg (figure 1). Cette voie peut étre activée par de nombreux composés chimiques
(Facteur de croissance épidermique (EGF), TNF) via leurs récepteurs respectifs ainsi que
par une panoplie de facteurs de risque, dont le mécanisme exact n’a pas encore été
démontré. La phosphorylation d’IxB induit sa dissociation du complexe hétéromére pS0/p65
qui se transloque par la suite dans le noyau. De nombreux génes cruciaux au développement
tumoral sont régulés par cette voie, notamment 1’expression de COX-2, du TNFa, de la
MMP-9 et du VEGF. Adapté de Targeting inflammatory pathways for prevention and
therapy of cancer: short-term friend, long-term foe (Aggarwal, Vijayalekshmi et Sung,

2009).
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Figure 6 : Contribution de I’inflammation dans la progression tumorale.

L’inflammation agit & tous les niveaux de la progression tumorale. Lors de [’étape
d’initiation, la cellule saine subit certaines mutations génétiques qui n’induisent pas
systématiquement 1’apparition d’une tumeur. Une seconde étape, la promotion, nécessite la
contribution de I’inflammation afin que les cellules mutées proliférent en néoplasme.
L’inflammation au sein d’un microenvironnement tumoral facilite ensuite le phénoméne
d’angiogénése, permettant |’irrigation de la tumeur, et stimule les voies de survie et de
prolifération. Finalement, I’inflammation facilite 1’étape de progression tumorale et conduit
ultimement & la métastase. Adapté de Immunity, inflammation and cancer (Grivennikov,
Greten et Karin, 2010).
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Figure 1.8 Structure de MMP-2 et MMP-9

Les gélatinases A (MMP-2) et B (MMP-9) possédent une structure similaire comprenant les domaines
fibronectine et hémopexine. Le site actif ainsi que le domaine de liaison au zinc sont aussi trés similaire
entre les deux isoformes. Les deux gélatinases sont aptes a cliver le collagéne de type V, mais la MMP-9
propose de plus un domaine de reconnaissance a ce substrat, augmentant son affinité (Tveita, Rekvig et
Zykova, 2008).
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Figure 1.9 Activation de la proMMP-2 par la MT1-MMP

L'activation de la proMMP-2 est dépendante de la formation d’un complexe dimérique composé de
deux molécules de MT1-MMP. Une premiere enzyme MT1-MMP interagit via son domaine catalytique
avec la portion N-terminale de I'inhibiteur tissulaire de métalloprotéases 2 (TIMP-2), lui-méme lié a la
proMMP-2. Ce complexe trimérique sert alors d’ancrage a une seconde MT1-MMP active conduisant
alors au clivage du pro-domaine de la MMP-2 {Barbolina et Stack, 2008).



CHAPITRE II

PROJET DE RECHERCHE

Malgré le développement de nombreux outils pharmacologiques dans la lutte contre le
cancer du cerveau, ce dernier demeure difficile a traiter. Premiérement, 1’excision
chirurgicale n’est pas toujours possible lorsque le foyer tumoral n’est pas situé en périphérie
(Verhoeff et al., 2009). Deuxiemement, il a été démontré que certaines cellules souches
cancéreuses (CSC) issues de glioblastomes et de médulloblastomes présentent une résistance
accrue a la radiothérapie alliée & un fort potentiel de récidive, sans oublier les séquelles
potentielles dues aux dommages collatéraux qu’implique 1’ionisation de cellules cérébrales
en développement (Murat et al, 2008). Finalement, la barriere hémato-encéphalique
représente un obstacle de taille dans 1’acheminement de composés chimiothérapeutiques au
site tumoral. Toutes ces raisons déplorent I’inexistence d’une méthode efficace pour
combattre I’un des types de cancer le plus invasif et fulgurant. Notre laboratoire s’intéresse
ainsi a I’élucidation des mécanismes de cibles pharmacologiques qui, malgré une efficacité
parfois flagrante, restent mystérieux d’un point de vue moléculaire. Ces cibles peuvent étre
multiples, notamment la sécrétion de MMP-9 dans le milieu extracellulaire par la cellule
tumorale, la migration cellulaire, la tubulogénése induite lors du phénomene d’angiogénése
et finalement ’expression de la protéine pro-inflammatoire COX-2. Bien qu’aucune de ces
derniéres ne soit directement responsable de I’incidence d’un néoplasme ou de sa
croissance, elles contribuent toutes de concert & promouvoir un microenvironnement propice
a la cancérogénese. L’importance de trouver de nouveaux agents s’attaquant a ces cibles
n’en est pas moins cruciale, ainsi que le besoin de mieux comprendre les voies de

signalisation impliquées dans leurs mécanismes.

Nous avons choisi d’évaluer le potentiel thérapeutique de deux agents
pharmacologiques, soit le propranolol ainsi que le lupeol. Chacun de ces agents agit sur une
cible moléculaire cruciale & 1’acquisition d’un phénotype invasif tumoral, bien que leur

efficacité sur un néoplasme d’origine cérébral n’ait pas encore été¢ systématiquement
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¢valuée. Nous avons caractérisé le mécanisme de chacune de ces molécules et leur
implication potentielle dans la voie NF-xB, centrale dans de nombreux processus invasifs

décrits précédemment tels la sécrétion de MMP-9 et I'induction de I'inflammation via

I’expression de COX-2.

Hypothése de travail #1: KEvaluer et caractériser Deffet anti-invasif du

propranolol dans les médulloblastomes de type DAOY.

L’efficacité anti-tumorale du propranolol a été observée dans une tumeur pédiatrique
hautement vascularisée, |’hémangiome (Leaute-Labreze et al., 2008). Bien que de nombreux
autres cas aient €té rapportés confirmant cet effet pharmacologique (Bernabeu-Wittel et al.,
2011 ; Shayan, Prendiville et Goldman, 2011), peu de données existent concernant le
mécanisme d’action moléculaire du propranolol. Effectivement, I’implication des récepteurs
de type béta-adrénergiques dans la cancérogénese n’a jamais €t¢ démontrée auparavant, et
aucune cible intracellulaire du propranolol reliée a un processus tumoral n’a été décrite.
Notre équipe de recherche a déja démontré ’inhibition de l'angiogénése par le propranolol
sur une souche cellulaire endothéliale HBMEC, proposant une capacité a réduire la
migration de ces cellules en réponse & un chimioattractant ainsi que leur capacité a former
des vaisseaux sanguins (Annabi ef al., 2009a). Cependant, I’efficacité de cet agent n’a pas

encore été vérifiée chez une tumeur cérébrale.

La premiére étape logique est donc d’évaluer 1’effet du propranolol sur notre modéle
cellulaire, le médulloblastome de type DAOY. Les niveaux de MMP-9 sécrétés ont été
quantifiés a des doses croissantes de propranolol en réponse a un agent carcinogene, 1’ester
de phorbol (PMA). La modulation de ces niveaux étant une conséquence directe de la
modulation de la voie de signalisation NF-xB, la cinétique de phosphorylation d’IxB ainsi
que sa dégradation subséquente a été vérifiée afin de corréler 'effet de I'agent a un
mécanisme moléculaire. Aprés caractérisation du ciblage pharmacologique de cette voie,
nous avons démontré un effet beaucoup plus ample que I’inhibition de I’invasion tumorale
via la sécrétion de MMP-9 en analysant son pouvolr sur d’autres voies centrales a la

cancérogénese telles les voies de survie PI3K/AKT ainsi que la voie des MAPK.
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Hypothése de travail #2: Evaluer et caractériser Peffet anti-inflammatoire du

lupeol dans les médulloblastomes de type DAOY.

De nombreuses études ont démontré qu’un triterpéne retrouvé dans notre alimentation,
le lupeol, présente des propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales. Effectivement,
sachant que I'inflammation est un processus clé au développement néoplasique, tout ciblage
pharmacologique de l’inflammation contribue d’une certaine fagon a la régression du
cancer. Des recherches précédentes ont démontré que ce potentiel est induit en partie via
I’inhibition de la voie NF-xB, un contributeur important au phénotype inflammatoire par
I’expression de la protéine COX-2 (Saleem, 2009). Si cette hypothiése s’avére exacte dans
notre modele cellulaire, il ne serait pas exclu de retrouver d’autres effets anti-tumoraux
concomitants a une telle modulation de la voie, notamment I’inhibition de la sécrétion de
MMP-9 par le compartiment tumoral. De plus, des données précédentes de notre équipe de
recherche ont démontré que 1’expression de COX-2, dépendante de 1’axe NF-kB, est régulce
particllement par une signalisation intracellulaire dépendante de la portion cytosolique de
MTI-MMP lorsque stimulé par la concanavaline-A, un agent inducteur de MTI1-MMP,
dans les glioblastomes (Sina et al., 2010). Le mécanisme a ’origine de cette signalisation est
encore nébuleux, mais il est possible que la phosphorylation du résidu Tyr’” de la portion
cytosolique de MT1-MMP par les tyrosines kinases de la famille Src soit impliquée
(Nyalendo et al., 2007). Néanmoins, il serait intéressant de faire ce paralléle dans notre
modele cellulaire et, ultimement, démontrer si la modulation de cette voie par le lupeol est
dépendante ou non d’un mécanisme dépendant de MT1-MMP suivant une stimulation de la
voie de signalisation NF-kB. De plus, la MMP-9 n’étant pas un substrat enzymatique de
MTI-MMP, il est beaucoup plus aisé d’établir un lien entre I’expression de cette derniére en
réponse aux modulations des voies signalétiques cellulaires et I'impact de la signalisation
médiée par la portion cytosolique de MT1-MMP Finalement, la synthese de MMP-9 étant
dépendante de la stabilisation du transcrit primaire par HuR, il est pertinent d’évaluer
I’expression génique des composantes de cette voie afin de démontrer si la modulation
observée est dépendante uniquement du niveau d’expression du transcrit nucléaire ou de sa

stabilisation subséquente.
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Abstract

Targeting of the vascular endothelium compartment explains, in part, the therapeutic
efficacy of the non-selective f[-adrenergic antagonist propranolol against common
endothelial tumours such as haemangiomas. In vitro, the anti-angiogenic biological activity
of propranolol was shown to inhibit human brain microvascular endothelial cell
tubulogenesis. However, possible interference of propranolol with cell signalling associated
with the tumoural compartment remains unexplored. We therefore assessed the potency of
propranolol against a pediatric brain tumour-derived DAOY medulloblastoma cell model.
Gene expreséion of Bl-, A2-, and B3-adrenergic receptors was confirmed in DAQY cells by
semi-quantitative RT-PCR. We next found that propranolol dose-dependently inhibited
induction of the key extracellular matrix-degrading and blood-brain barrier disrupting
enzyme MMP-9 by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Propranolol not only inhibited
PMA-induced phosphorylation of the extracellular signal-regulated kinase (Erk), but also
that of TkappaB (IkB), preventing the IxB phosphorylation which is a prerequisite for IkB
degradation. Propranolol inhibition of IxB phosphorylation was shown to occur with
optimal efficacy at 30 pM. While propranolol, at up to 100 uM, did not affect cell viability,
it potentiated PMA-mediated signalling that ultimately led to diminished phosphorylation of
Akt. The anti-Erk and anti-Akt phosphorylation effects are both suggestive of anti-
proliferative and anti-survival signalling, respectively. Our data are therefore indicative of a
pharmacological role for propranolol against [-adrenergic receptor signalling functions
involving the nuclear factor-kappaB (NF-kB)-mediated regulation of MMP-9.

Introduction
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The expression of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) is significantly increased
during tumour progression and is considered as a major contributor to the opening of the
blood-brain barrier (BBB)." Although human brain microvascular endothelial cells
(HBMEC) play an essential role as structural and functional components of the BBB, it is
unclear whether MMP-9 that causes its disruption originates from the vascular or the
tumoural compartment. Recent evidence from adenoviral-mediated MMP-9 downregulation
demonstrated a key role for MMP-9 in endothelal cell network organization as human
dermal microvascular endothelial cell migration and capillary-like tube formation were
reduced in cell wounding and spheroid migration assays.” Aside from involvement in
angiogenesis, MMP-9 is also known to be required for tumour vasculogenesis’, an alternate
pathway for neovascularization that is increasingly being found in a variety of states
characterized by vascular growth such as hemangioma.® In the latter, MMP-9 was among the
increased hypoxia-induced mediators characterizing the stemVprogenitor cells in children

with hemangioma.’

Any therapeutic strategies leading to specific targeting of MMP-9 is therefore likel-y
to be of utility in treating common endothelial tumours such as hemangiomas of infancy.
Accordingly, therapeutic targeting of [-adrenergic receptor functions with propranolol was
found to efficiently inhibit neovascularization during the proliferative phase of infantile
hemangioma.* ” The exact mechanism and signalling pathways involved in this inhibition
still remain undefined, and it is believed that marrow-derived endothelial progenitor cells
may be partly involved.” While recent studies delineated a unique brain endothelial
phenotype in which MMP-9 secretion by HBMEC was increased upon treatment with the

tumour-promoting agent phorbol 12-myristate 13-acetate®"’, the effects of propranolol and



36

the contribution of S-adrenergic receptor function to the regulation of MMP-9 secretion by
the tumour compartment itself has received little attention. In fact, we have shown that
MMP-9 is secreted by numerous cell types and that its presence is often indicative of an

invasive phenotype during tumour development.” '

Leakiness of the wascular
endothelium is among the best known of the deleterious brain tumour-associated effects.'™ '

Whether any f-adrenergic receptor-mediated functions are involved in such events is

unknown.

In this study, we used the pediatric brain tumour-derived DAOY cell line model to
assess the potential contributions of f-adrenergic receptor functions regulating MMP-9
secretion. Propranolol’s pharmacological effects were tested and we provide molecular
evidence showing that inhibition of nuclear factor kappaB (NF-kB)-mediated brain tumour

signalling specifically reduces the secretion of MMP-9.
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Material and methods

Materials : Propranolol, sodium dodecylsulfate (SDS), phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma (Oakville,
ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The
enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Perkin Elmer (Waltham, MA).
Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The
polyclonal antibodies against phospho-ERK, Akt and phospho-Akt were purchased from
Cell Signalling (Danvers, MA), the polyclonal anti-ERK antibody was from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). The monoclonal antibody against GAPDH was from
Advanced Immunochemical Inc. (Long Beach, CA). Horseradish peroxidase-conjugated
donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). All other reagents were from Sigma-

Aldrich Canada.

Cell culture : The human DAOY medulloblastoma cell line was purchased from
American Type Culture Collection and was maintained in Eagle’s Minimum Essential
Medium containing 10% (v/v) calf serum (HyClone Laboratories, Logan, UT), 2 mM
glutamine, 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. Cells were incubated at

37°C, with 95% air and 5% CO,. PMA and propranolol were diluted in ethanol 100%.

cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA was extracted from
cultured DAOY cells using TRIzol reagent. For cDNA synthesis, ~1 ug total RNA was

reverse-transcribed into cDNA using an oligo dT primer and the iScript reverse transcriptase
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cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Mississauga, ON). ¢cDNA was stored at -20°C for PCR
(Applied Biosystems Inc, Foster City, CA). Human primers for S1- (QT00204309), f2-
(QT00200011), and [3- (QT00200004) adrenergic receptors and for Peptidylprolyl
isomerase A (PPIA, QT01866137) were from QIAGEN. Semi-quantitative RT-PCR
analysis was performed starting with 1 pg ¢cDNA, followed by specific gene product
amplification with the One-Step RT-PCR Kit (Invitrogen, Burlington, ON). PCR conditions
were optimized so that the gene products were examined at the exponential phase of their
amplification and the products were resolved on 1.8% agarose gels containing 1 pg/ml

ethidium bromide.

Gelatin zymography : Gelatin zymography was used to assess the extent of
proMMP-2 and proMMP-9 activity as previously described.’ 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, then stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and
destained in 10% acetic acid, 30% methanol in H,O. Gelatinolytic activity was detected as

unstained bands on a blue background.

Immunoblotting procedures : Proteins from control and treated cells were
separated by  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).  After
electrophoresis, proteins were electrotransferred to polyvinylidene difluoride

membranes which were then blocked for 1 hr at room temperature with 5% non-fat
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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 wvisualized by enhanced

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

Cytotoxicity and cell proliferation assays : To assess the effect of propranolol on
DAQY cell viability, the release of lactate dehydrogenase (LDH) upon damage of the
plasma membrane, resulting in cell death, was analyzed in the same conditioned media that
was used for gelatin zymography. LDH activity was measured at 30 C by a conlinuous
optical test based on the extinction change of pyridine nucleotide at 340 nm as described by
the manufacturer's instructions (Promega). The cleavage of the tetrazolium salt WST-1 (4-
[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulphonate) by
mitochondrial dehydrogenases (Roche Diagnostics, Laval, QC) was also used to assess

proliferation of cells treated with increasing concentrations of propranolol for 48 hours [20].
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Results

Expression of [Fadrenergic receptor transcripts in medulloblastoma-derived DAOY
cells. pl-, [2-, and [B-adrenergic receptor gene expression was first assessed for
medulloblastoma-derived DAQY cells from which total RNA had been extracted. The
design of primers enabled measurement of the expression levels for each of the individual
human S-adrenergic genes and of the house keeping gene PPIA. This was validated by
visualisation of a single ¢cDNA amplicon product obtained from total RNA by semi-
quantitative RT-PCR on an agarose gel (Fig.1). This supports that all three fadrenergic

receptors are expressed in DAQY cells.

Propranolol inhibits PMA-induced secretion of MMP-9 in DAOY medulloblastoma
cells. DAOY cells were serum-starved and treated for 18 hours with various doses of
propranolol in the presence or absence of a fixed (1 pM) PMA concentration (Fig.2A); other
cells were treated with various doses of PMA in the presence or absence of 30 uM
propranolol (Fig.2B). The conditioned media were harvested to measure the levels of MMP-
9 by gelatin zymography. While MMP-9 activity was undetectable under basal conditions
(Fig.2A, upper panel), it was significantly increased in PMA-treated cells (Fig.2A, lower
panel). When DAOY were treated with combined PMA and propranolol, MMP-9 was dose-
dependently inhibited with an ICsy of ~3.1 uM propranolol (Fig.2C). Maximal MMP-9
secretion was achieved with PMA at 1 pM (Fig.2B, upper panel). This induction was

significantly inhibited in the presence of 30 uM propranolol (Fig.2D). Collectively, these
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results suggest that propranolol efficiently inhibits MMP-9 in response to carcinogenic-

promoting conditions.

Propranolol reverses PMA-mediated kB decrease. Among MMP-9 expression
regulators, the nuclear factor-kappaB (NF-xB) signalling pathway has been demonstrated to
link cancer to inflammatory diseases.'” We therefore first assessed whether this signalling
pathway was activated upon PMA treatment and whether 1t was reflected in IkappaB (IxB)
degradation. Cells were treated with 1 pM PMA for 18 hours, lysates were isolated and IkB
expression was assessed through Western Blotting. PMA signalling led to decreased IxB
expression (Fig.3, black bar). Increasing doses of propranolol were found to dose-
dependently reverse the PMA-mediated decrease of IxB, suggesting possible signalling

interference by propranolol of IkB, whose phosphorylation is essential for its degradation.'®

Propranolol inhibits PMA-induced [xkB phosphorylation that leads to IkB
degradation. PMA-mediated phosphorylation of IkB was next assessed in order to show
whether this explains the subsequent decrease in [xB expression. DAOY cells were treated
up to 40 min with 1 uM PMA following preincubation with either vehicle or 30 uM
propranolol. Preincubation with vehicle followed by PMA treatment rapidly led to IxB
phosphorylation and to a concomitant decrease in IxkB (Fig.4A, left panel). When DAOY
cells were preincubated with propranolol, PMA was unable to induce IkB phosphorylation
and, consequently, IkB protein levels remained unchanged throughout the 40 min treatment

(Fig.4A, right panel). Phosphorylated IxB (Fig.4B) and total IxkB (Fig.4C) levels were
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quantified by scanning densitometry. While PMA treatment resulted in phosphorylation of
Ikb at 20 minutes followed by degradation at around 35 minutes, pre-treatment with

propranolol inhibited PMA-mediated phosphorylation of Ixb.

Propranolol inhibits PMA-induced phosphorylation of Erk, and potentiates PMA-
mediated Akt dephosphorylation. Alternate signalling pathways known to be triggered by
PMA include the Erk pathway as well as the Akt pathway."”* Although Erl/Akt signalling
cross talks are well documented, the former is involved in cell proliferation’’ while the latter
regulates cell survival.”> Pharmacological S-adrenergic blockade strategies specifically
aimed at targeting these two signalling pathways may provide additional tools to reduce
DAOY cell proliferation and/or survival. DAOY cells were therefore treated under
conditions similar to those shown in Fig.4 (i.e. stimulated for 40 min with 1 pM PMA
following preincubation with either vehicle or 30 pM propranolol). We found that.
preincubation with vehicle followed by PMA treatment led to increased Erk phosphorylation
with no effect on Akt phosphorylation status (Fig.5A, left panel). When DAOY cells were
preincubated with propranolol, Erk phosphorylation by PMA was significantly reduced,
while phosphorylation levels of Akt decreased as quickly as 10 minutes following PMA
stimulation (Fig.5A, right panel). The corresponding ratios of phosphorylated Erk/total Erk
(Fig.5B) and of phosphorylated Akt/total Akt (I'ig.5C) were quantified by scanning
densitometry. Cell proliferation assays confirmed 'the anti-proliferative effect of propranolol
(Fig.6A), while no cell death was induced at up to 100 pM propranolol (Fig.6B). The
etoposide positive control treatment resulted in nine times cell death compared to control

conditions, while propranolol treatment had no significant effect. Collectively, this
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experimental evidence suggests that [-adrenergic blockade rather exerts strong anti-
proliferative effects combining the converging signalling originating from Erk/Akt

pathways.
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Discussion

Propranolol is a non-selective [-adrenergic antagonist that crosses the BBB and
which is widely used clinically for various conditions including hypertension, anxiety and
excessive sympathetic responses that often characterize patients during the perioperative
period.” Clinical benefits have been observed in combination with COX-2 inhibitors in
post-operation cancer patients, where perioperative treatment resulted in improved immune
competence and i reduced risk of tumour metastasis.** It was therefore inferred that
blockade of fadrenergic receptor functions would affect tumour development, an cffect that
was confirmed by the inhibition of experimentally-induced pulmonary adenocarcinoma
development.”® The contribution of B-adrenergic receptor functions to tumorigenesis was
also reflected by the suggested antiangiogenic effects of S-blockers on a tumour-associated
endothelial cell model *. As such, evidence for increased expression of /R-adrenergic
receptors in the brain tumour-derived vascular compartment was demonstrated, and
adrenergic blockade with propranolol resulted 1n the inhibition of HBMEC tubulogenesis.
Targeting brain tumour-associated endothelial cell functions with [Sblockers, as part of

cancer treatments, may therefore become an appealing prospect to be further investigated.

To date, there has been no human clinical study that documents the specific
chemotherapeutic effect of propranolol ‘in anti-cancer therapy. /n vivo, clinical data will
ultimately provide definitive proof as to the therapeutic efficacy of propranolol in anti-
cancer treatments, and may benefit from our in vitro demonstration and elucidation of
propranolol’s molecular mechanism of action. Among the strongest evidence, and perhaps

the best in vivo study that supports our current data, is the demonstration that MMP-9 and
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the pro-angiogenic factor VEGF are both inhibited by propranolol in nasopharyngeal
carcinoma tumour cells.”” Several other in vivo approaches have also shed light on the
chemopreventive actions of propranolol in reducing pancreatic ductal adenocarcinoma
growth in animal models® and in reducing metastatic development of PC-3 prostate cancer
in nude mice.”® Such published data is strongly suggestive of a potent anti-cancer action in
line with those we infer in this study using a DAOY pediatric brain tumour-derived cellular

model.

One major implication of our study relates to the documented relationship between
inflammation and cancer. Increasing evidence suggests that the inflammatory
microenvironment in and around tumours 1s an indispensable participant in the neoplastic
process.”® NF-kB plays an important role in the regulation of inflammatory responses and
where NF-xB signaling can be activated by diverse stimuli including proinflammatory
cytokines, infectious agents and cellular stresses.”’ It may therefore be appealing in both the
prevention and treatment of brain cancers to target NI'-kB signalling that regulates, in part,
MMP-9 expression. Accordingly, targeting capacity of several pharmacological agents has

led to inhibition of MMP-9; these agents include numerous nutraceutical molecules. Among

32 14, 33, 34 36 137, 38
M

these, sulforaphane® *?, epigallocatechin-gallate , curcumin® *°, resveratro
proanthocyam'dins39 and lycopene® have all been proved to inhibit MMP-9
expression/secretion. More interestingly, all of the above mentioned diet-derived molecules
also abrogated the NF-kB signalling pathway which regulates MMP-9 expression.*"
PMA-induced IkB phosphorylation and subsequent degradation, which together results in
the release of NF-«B p65 and pS0 subunits followed by their nuclear translocation,

subsequently regulates MMP-9 transcription.” We show that inhibition of IkB
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phosphorylation by propranolol accordingly results in diminished downstream expression of
MMP-9 expression. Finally, our data also provide support to the Erk/Akt signaling crosstalk
regulating cell proliferation. It i1s well documented that Erk activation is required for cell
proliferation to proceed.”’ Furthermore, biological regulation of Erk nuclear localization has
been demonstrated to regulate cell proliferation, while over-activation of Akt has been
shown to prevent the nuclear translocation of Erk by stabilizing endogenous PEAI1S,
resulting in cell proliferation restriction.** Inhibition of such signalling crosstalk, as we
observe for the effect of propranolol, may therefore be viewed as a double check-point
control since propranolol not only inhibits Erk phosphorylation status, but would also
possibly prevent Akt-mediated Erk nuclear translocation which overall effect will result in

blocking cell proliferation in agreement with Fig.6A.

We have previously reported that medulloblastoma-derived cancer stem cells
possessed increased MMP-9 expression in neurosphere cultures'’, and that members of the
low-density lipoprotein receptor-related proteins, which also exhibit important functions in
MMP-9 recycling® *°, provided a differential molecular signature between parental and
CDI133+ DAOY medulloblastoma cells.*” Increased MMP-9 expression was also associated
with colospheres derived from colon cancer cultures.*® Collectively, these data suggest that
cancer stem cell targeted strategies involving MMP-9 expression may possibly be
envisioned. Whether S-adrenergic blockade would be involved remains to be determined. In
support of our current data with brain tumour cells, B2-adrenergic antagonists suppressed
pancreatic cancer cell invasion by inhibiting NF-xB and MMP-9 expression®, while MMP-
9 levels were decreased upon f1- and 2-adrenoceptor blockade.”® In summary, our data are

indicative of a role for propranolol against carcinogen-mediated signalling that leads to the
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secretion of the BBB disruptor enzyme MMP-9. Our results also illuminate the alternate
roles that excessive MMP-9 expression may play in inflammatory diseases and in

inflammation associated with tumour development.
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Fig. 1: Gene expression analysis of PB-adrenergic receptor expression in DAOY
medulloblastoma cells. Total RNA was extracted from medulloblastoma-derived DAOY
cells and semi-quantitative RT-PCR performed as described in the Methods section. cDNA

amplicons were resolved on an agarose gel in order to confirm a single amplification

product.

Abbreviation: PPIA; peptidylprolyl isomerase A.
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Figure 2: Propranolol inhibits PMA-induced matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)
secretion in DAOY medulloblastoma cells. Medulloblastoma-derived DAOY cells were
serum-starved in the presence of various concentrations of propranolo] in combination with
vehicle or 1 uM PMA for 18 hours (A), or in the presence of various concentrations of PMA
in combination with vehicle or 30 pM propranolol for 18 hours (B). Scanning densitometry
was used to quantify the extent of proMMP-9 gelatinolytic activity for each set of data (C,

D). Data shown is representative of two independent experiments.

Abbreviation: PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate.
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Figure 3: Propranolol reverses PMA-mediated IxB degradation. Medulloblastoma-
derived DAOY cells were serum-starved in the presence of various concentrations of
propranolol in combination with vehicle or 1 uM PMA for 18 hours. A) Lysates were
isolated, electrophoresed via sodium dodecylsulfate—polyacrylamide gel electrophoresis and
immunodetection of IkB and GAPDH proteins was performed as described in the Methods
section. B) Quantification was performed by scanning densitometry of the autoradiograms.
Data were expressed as the percent (%) expression of untreated basal conditions. Data

shown is representative of two independent experiments.

Abbreviation: PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate.
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Figure 4: Propranolol inhibits PMA-induced IxB phosphorylation that leads to IxB
degradation. A) Medulloblastoma-dertived DAOY cells were serum-starved for 30 minutes
in the presence of vehicle or 30 uM propranolol. Cells were then incubated for the indicated
time with 1 uM PMA. Lysates were isolated, proteins electrophoresed via sodium
dodecylsulfate—polyacrylamide gel electrophoresis and immunodetection of phosphorylated
IxB (P-IxB), IxB, and of GAPDH proteins was performed as described in the Methods
section. B, C) Quantification was performed by scanning densitometry of the
autoradiograms. Data were expressed as x-fold induction over basal untreated cells for P-
IkB, and as the percent (%) expression of untreated basal conditions for IxB. Open circles
represent ethanol (vehicle) stimulation, while closed circles represent stimulation by
propranolol dissolved in ethanol at 30uM. Data shown is representative of two independent

experiments.

Abbreviation: PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate.
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Figure 5: Propranolol inhibits PMA-induced phosphorylation of Erk, and potentiates
PMA-mediated Akt phosphorylation. A) Medulloblastoma-derived DAOY cells were
serum-starved for 30 minutes in the presence of vehicle or 30 uM propranolol. Cells were
then incubated for the indicated time with vehicle or 1 uM PMA. Lysates were isolated,
proteins electrophoresed via sodium dodecylsulfate—polyacrylamide gel electrophoresis and
immunodetection of phosphorylated Erk (P-Erk), Erk, phosphorylated Akt (P-Akt), and of
Akt proteins was performed as described in the Methods section. B, C) Quantification was
performed by scanning densitometry of the autoradiograms. Data were expressed as x-fold
induction over basal untreated cells for P-Erk/Erk, and as the percent (%) expression of
untreated basal conditions for P-Akt/Akt. Open circles represent ethanol (vehicle)
stimulation, while closed circles represent stimulation by propranolol dissolved in ethanol at

30 uM. Data shown is representative of two independent experiments.

Abbreviation: PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate.
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Figure 6 : Propranolol inhibits PMA-induced cell proliferation but not cell survival. A)
Medulloblastoma-derived DAOY cells were treated as described in Figure 2 and left to grow
for 48 hours in presence of various propranolol concentrations. Cell proliferation assay was
performed as described in the Methods section. B) Cell death was assessed through the
release of LDH into the conditioned media and assessed as described in the Methods section
of serum-starved DAQY cells treated with ethanol, the vehicle (white bar), 50 pM etoposide
(grey bar), or 100 pM propranolo! (black bar). Data shown is representative of two

independent experiments.

Abbreviation: PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate.
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Abstract

Local inflammation-induced extracellular matrix structural changes are a
prerequisite to neoplastic invasion by adult and pediatric intracranial tumours. Accordingly,
increased expression of matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9, two inflammation-
induced MMPs, may further aid the transformed cells either to infiltrate adjacent tissues or
to enter the peripheral circulation. In the context of neuroinflammation, MMP-9 has been
linked to processes such as blood-brain barrier opening and invasion of neural tissue by
blood-derived immune cells. Given its reported combined anti-inflammatory and anti-cancer
properties, we investigated the effects of lupeol, a diet-derived triterpenoid, on MMP-9 and
cyclooxygenase (COX)-2 expressions in a pediatric medulloblastoma DAOY cell line.
Lupeo! was unable to inhibit the increased MMP-9 and COX-2 expression 1n phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA)-treated cells, but was rather found to synergize with PMA to
induce both biomarkers’ expression. A contribution of membrane-type 1 MMP (MTI-
MMP)Iwas also revealed, since increasing lupeol/PMA treatment triggered proMMP-2
activation, and that MT1-MMP gene silencing reversed the combined effects of lupeol/PMA
on MMP-9 and COX-2. The mRNA stabilizing factor HuR was also found increased in the
combined lupeol/PMA treatment, potentially suggesting stabilization processes of the
MMP-9 and COX-2 transcripts. These evidences add-up to the new pleiotropic molecular
mechanisms of action of MT1-MMP that would contribute to lupeol’s modulation of
inflammatory property and which ultimately may impact on its therapeutic efficacy within

procarcinogenic conditions.
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Introduction

The strong association assumed between inflammation and tumor progression has
raised interest in the anti-inflammatory and chemopreventive properties of dietary
phytochemicals (Béliveau and Gingras 2007, Wang 2011). Accordingly, lupeol, a
phytosterol and triterpene widely found in edible fruits and vegetables has been ascribed
pleiotropic pharmacological activities that include anti-inflammatory, anti-microbial, anti-
protozoal, anti-proliferative, anti-invasive, and anti-angiogenic capacity (Moreau et al. 2002;
Saleem 2009). Evidence has also been provided that lupeol modulates the expression or
activity of several contributors to inflammation such as cytokines IL2, 1L4, ILS5, ILJ,
proteases, a-glucosidase, cFLIP, Bcl-2 and NF«B (Siddique and Saleem 2011). Given the
complexity of carcinogenic processes and the fact that microenvironment dictates the
acquisition of a tumour invasive and inflammatory phenotype, the wide spectrum of
molecular mechanisms of action that characterize the intrinsic activity of lupeol may
possibly be envisioned in the development of optimized therapeutic modalities. The specific
combined anti-inflammatory and chemopreventive activitics of lupeol within

procarcinogenic conditions have however been poorly investigated.

Medulloblastoma is the most common and one of the most deadly malignant brain
tumors of infancy (Packer 2007; Kanu et al. 2009). In addition to high tumor resistance to
lonizing radiation and to chemotherapy, proximity of medulloblastomas to cerebrospinal
fluid greatly enhances metastasis rate in the central nervous system (Bao et al. 2006;
Mazloom et al. 2010). As part of our .continuous effort to understand the molecular links

‘between—inflammation—and tumourigenesis, we recently _ demonstrated that tumour
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microenvironment dictated the acquisition of an invasive phenotype in medulloblastoma
cancer stem cells (Annabi et al. 2008a). Such phenotype was in part linked to increased
expression of MMP-9 and MTI-MMP, two MMPs involved in angiogenesis as well as
cancer cell migration and metastasis (Chambers and Matrisian 1997, Amalinei et al. 2010).
More importantly, a fundamental new role of MT1-MMP, besides its classical role in
proMMP-2 activation, was later demonstrated in intracellular signal transduction through its
cytoplasmic domain, such as bioactive lisophospholipid signaling (Annabi et al. 2009a), NF-
kB-mediated cyclooxygenase (COX)-2 regulation (Han et al. 2001; Annabi et al. 2009b;
Sina et al. 2010), and as a cell death sensor/effector (Belkaid et al. 2007; Currie et al. 2007;
Proulx-Bonneau et al. 2011). Furthermore, while involvement of COX-2/PGE; pathway in
the upregulation of MMP-9 was demonstrated in pancreatic cancer (Bu et al., 2011), specific
pharmacological targeting of NF-xB was found to efficiently downregulate carcinogen-
induced MMP-9 and COX-2 expression in brain endothelial cell as well as in

medulloblastoma cell models (Annabi et al. 2010; Tahanian et al. 2011).

Using a pediatric medulloblastoma-derived DAOY cell line model, we now assessed
lupeol’s multi-targeted capacity to temper procarcinogenic stimulation, as induced upon
phorbol 12-myristate 13-acetate-activated (PMA) treatment, on MMP-9 secretion and COX-
2 expression. MT1-MMP contribution was also evaluated in the pathways modulated by the
concerted action of lupeol/PMA. Also, since MMP-9 gene expression wouldn’t account for
the increased enzyme activity rteported by joint lupeol/PMA treatment, transcript

stabilization by HuR scaffold protein was investigated.
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Material and Methods

Materials : Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were
purchased from Sigma (Oakville, ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-
Rad (Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from
Perkin Elmer (Waltham, MA). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from
Pierce (Rockford, IL). Lupeol was from Extrasynthese (Lyon, France). The polyclonal
antibody against MT1-MMP (AB815) was from Chemicon (Temecula, CA). The polyclonal
antibody against IxkB was purchased from Cell Signaling (Danvers, MA). The polyclonal
antibody against HuR was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The
polyclonal antibody against COX-2 and monoclonal antibody against GAPDH were from
Advanced Immunochemical Inc. (Long Beach, CA). Horseradish peroxidase-conjugated
donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). All other reagents were from Sigma-

Aldrich Canada.

Cell culture . The human DAQOY medulloblastoma cell line was purchased from
American Type Culture Collection and was maintained in Eagle’s Minimum Essential
Medium containing 10% (v/v) calf serum (HyClone Laboratories, Logan, UT), 2 mM
glutamine, 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. Cells were incubated at
37°C, with 95% air and 5% CQO,. Treatment was done in X-Vivo 15 from Lonza
(Walkersville, MD) containing 20 ng/ml of basic fibroblast growth factor, 20 ng/mL of
epidermal growth factor from Wisent (St-Bruno, QC), 20 ng/mL of leukemia-inhibitory

faetor-from-Sigma-Aldrich-Canada and neural survival factor-1 also from Lonza.
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cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA was extracted from
DAOY-derived cell monolayers using TriZol reagent (Life Technologies, Gaithersburg,
MD). For ¢cDNA synthesis, 2 pg of total RNA were reverse-transcribed using a high
capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). cDNA was
stored at —80°C prior to PCR. Gene expression was quantified by real-time quantitative PCR
using 1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). DNA amplification was carried
out using an Icycler iQ5 (Bio-Rad), and product detection was performed by measuring
binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. GAPDH primer sets
were synthesized by Biocorp (Dollard-des-Orméaux, QC) with the following sequences:
forward CCATCA-CCATCTTCCAGGAG and reverse CCTGCTTCACCACCTICTTG.
The following QuantiTect primer sets were provided by Qiagen (Valencia, CA) : MMP-9
(QT00040040), COX-2 (QT00040586), MT1-MMP (QT00001533), HuR (QT00001533),
and P-Actin (QT01136772). The relative quantities of target gene mRNA compared against
two internal controls, GAPDH and B-Actin mRNA, were measured by following a ACy
method employing an amplification plot (fluorescence signal vs cycle number). The
difference (ACy) between the mean values in the triplicate samples of target gene and those
of GAPDH and P-actin mRNAs were calculated by 1Q5 Optical System Software (v 2.0;

Bio-Rad), and the relative quantified value was expressed as 27y

Transfection method and RNA interference: Cells were transiently
transfected with 20 nM siRNA (Qiagen) against MT1-MMP (Hs MMP14 6
FlexiTube siRNA, SI03648841) or scrambled sequences (AllStar Negative Control

sIRNA, 1027281) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, ON). Specific gene
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knockdown was evaluated by qRT-PCR as described above. Small interfering RNA
and mismatch siIRNA were synthesized by Qiagen (Valencia, CA) and annealed to

form duplexes.

Gelatin zymography : Gelatin zymography was used to assess the extent of
proMMP-9 activity as previously described (Belkaid et al. 2007). Briefly, an aliquot (20 ul)
of the culturc 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, then stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and
destained in 10% acetic acid, 30% methanol in H,O. Gelatinolytic activity was detected as

unstained bands on a blue background.

Immunoblotting procedures : Proteins from control and treated cells were separated
by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis (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 I1gG (1/2,500 dilution) in TBST containing
5% mnon-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized by enhanced

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

COX-2 expression is increased upon lupeol/PMA synergistic actions through an
NF-xB signalling pathway. We first assessed lupeol’s actions within a procarcinogenic
environement. This was generated by the use of 1 uM PMA stimulation of serum-starved
medulloblastoma-derived DAOY cells in the presence of various concentrations of lupeol
for 18 hours. As expected, we found that COX-2 expression was significantly increased
upon PMA treatment (Fig.1A, upper panel), and this required NF-xB signalling since IkB
levels decreased (Fig.1A, middle panel). Unexpectedly, when increasing concentrations of
lupeol were concomitantly added ,COX-2 levels further synergistically increased inversely
correlating with a parallel decrease in IxB expression (Fig.1B). These results are new

unreported effects of lupeol within procarcinogenic culture conditions.

Concomittant proMMP-9 secretion and proMMP-2 activation are increased upon
synergistic actions of lupeol/PMA. PMA is also well documented to induce MMPs secretion
and/or activation processes (Ou et al. 2011; Tahanian et al. 2011). We therefore harvested
the conditioned media from above described conditions and used zymography to monitor
both MMP-9 and MMP-2 gelatinolytic activities (Fig.2A). We found that PMA alone
significantly induced proMMP-9 secretion (Fig.2B) and partially triggered latent proMMP-2
processing into active MMP-2 (Fig.2C). Again, addition of increasing concentrations of
lupeol in the presence of PMA not only potentiated proMMP-9 secretion, but further
triggered proMMP-2 activation. Collectively, this data adds up to the pleiotropic targets of

joint lupeol/PMA treatments, and furthei highlights potential new mechanisms possibly
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involving MT1-MMP in proMMP-2 activation and some mechanisms supporting proMMP-

9 expression.

The synergistic lupeol/PMA effects require MTI-MMP. MT1-MMP signaling axis
involved in inflammation have been reported both directly (Sakamoto and Seiki 2009; Sina
et al. 2010) and indirectly (Annabi et al. 2009b; Paquette et al. 2011). Here, in order to
assess the joint contribution of lupeol/PMA treatment on COX-2 expression we used gene
silencing strategies and transiently transfected DAOY cells with either scrambled
(éiScrambled) or MT1-MMP (siMT1-MMP) speciflc siRNA. Subsequent treatments were
performed with lupeol, PMA, or lupeol/PMA as described above. MT1-MMP knockdown
was confirmed at the protein level (Fig.3A, upper panel). Consequently, the observed
increases in COX-2 (Fig.3B) and in MMP-9 (Fig.3D) levels upon PMA or lupeol/PMA were
all reduced without affecting GAPDH expression. Interestingly, significant reversal in the
decrease of IkB expression induced by PMA was observed when MT 1-MMP was depleted
(Fig.3C) i agreement with the MTI-MMP/NF-xB signaling axis previously reported
(Annabi et al. 2009b). In addition to the MT1-MMP contribution in the synergistic action of
lupeol/PMA on COX-2 and MMP-9, we also found that increased expression of HuR was
revealed upon lupeol/PMA treatment (Fig.3E) supporting a potential contribution in 3°-UTR
stabilization of MMP-9 mRNA (Annabi et al. 2008b; Annabi et al. 2007). Whether any
transcriptional regulation of COX-2, MMP-9 and of HuR occurs upon lupeol/PMA was next

investigated.
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MTI-MMP is required for the transcriptional regulation of COX-2 and MMP-9
upon synergistic actions of lupeol and PMA. Total RNA was extracted from the above
siScrambled- or sSIMT1-MMP-transfected and treated DAOY cells. RT-PCR followed by
qPCR enabled to assess transcriptional regulation of COX-2, MMP-9, and of HuR as
described in the Methods section. Efficient MT1-MMP gene silencing was confirmed and
small induction by PMA or lupeol/PMA observed (Fig.4A) confirming the slight proMMP-2
activation previously observed by zymography. COX-2 gene expression was also induced
by PMA and potentiated by 1upeo]/PMA treatment (Fig.4B). MT1-MMP gene silencing,
however, did not significantly downregulate PMA-induced or lupeol/PMA-induced COX-2
gene expression. In contrast, MMP-9 gene expression was also induced by PMA or
lupeol/PMA, but MT1-MMP gene silencing resulted in decreased MMP-9 gene expression
(Fig4C). When HuR gene expression levels were assessed, they remained relatively
unchanged independent of the treatment (Fig.4D). Collectively, we provide evidence for
some post-transcriptional events that would regulate MT1-MMP-mediated regulation of
HuR that would, in turn, regulate MMP-9 transcript stabilization leading to increased MMP-

9 expression in lupeol/PMA-treated cells.
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Discussion

Therapeutic efficiency of lupeol have been reported against inflammation-associated
conditions that characterize wound healing, diabetes, cardiovascular disease, kidney disease,
and arthritis (Geetha and Varalakshmi 1999; Sudhahar et al. 2006; Sudhahar et al. 2007;
Papi Reddy et al. 2009). Accordingly, various in vitro and in vivo models have also
suggested lupeol to be pharmacologically effective both as an anti-inflammatory and anti-
cancer agent (Saleem 2009). Some of lupeol’s anti-inflammatory properties arise, in fact,
from its capacity to abrogate synthesis of pro-inflammatory mediators (Fernandez et al.
2001), and to modulate several cancer-associated signalling pathways such as NF-kB,
MAPK, Ras, Wnt and PI3K/Akt (Saleem ét al. 2004; Saleem et al. 2005; Tarapore et al
2010). While the sum of the multi-targeted effects of such a pharmacological agent 1s
expected to impact on a variety of intracellular biomarkers expression, its Intrinsic
mechanism of action however remains poorly documented within procarcinogenic

conditions.

In this study, we highlight an unexpected mechanism of action of lupeol in synergy
with procarcinogenic signalling such as one would expect within the tumour
microenvironment. Induction of COX-2, one of the most preeminent mediators of
mmflammation in pathologic conditions, upon lupeol/PMA treatment is shown to require a
crucial MT 1-MMP-mediated intracellular signaling axis which silencing antagonized MMP-
9 and COX-2 expression. Though a clear picture of its intrinsic mechanism has yet to
emerge, phosphorylation of Tyr’” on MT1-MMP’s cytosolic tail by a member of the Src

kinase 7fam-ily 1sh1ghly suspected as part of the signal transduction mechanism (Nyalendo et
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al., 2007). Such contribution of MT1-MMP has been reported elsewhere and include a role
in PGE,-induced anglogenesis (Alfranca et al. 2008), platelet-mediated calcium
mobilization (Fortier et al. 2008a), regulation of cell death/survival bioswitch (Belkaid et al.
2007; Fortier et al. 2008b), and radioresistance in both glioma cells (Wild-Bode et al. 2001,
Wick et al. 2002) and endothelial cells (Annabi et al. 2003). Finally, the recent
demonstration that MT1-MMP also plays a role in medulloblastoma CD133(+) neurosphere-
like formation and increased invasiveness (Annabi et al. 2009b) reinforces the concept to
rather assess the pharmacological properties of anti-inflammatory agents on alternate
pathways, such as for instance in their capacity to directly target MT1-MMP’s associated
signaling functions in inflammation. Recent COX inhibitors, for instance, have been shown
to rather directly alter gene and protein expression of specific targets involved in

tumourigenesis and inflammation (Wang et al. 2011).

Pharmacological targeting of NF-xB-mediated MMP-9 expression was recently
reported by us in medulloblastoma-derived cells and in human brain microvascular
endothelial cells (Annabi et al. 2010; Annabi et al. 2008b; Annabi et al. 2009¢). In the
current study, we demonstrate that MT1-MMP-mediated signaling also contributes to the
mRNA regulation of MMP-9 expression following lupeol/PMA stimulation, and that this
possibly occurs through stabilization of the 3'UTR site of the transcript by the ELAV-like
protein HuR. Insufficient HuR-mediated transcript stabilization may ultimately result in the
rapid degradation of the MMP-9 transcript (Fan and Steitz 1998). Moreover, it should be
acquainted that HuR synthesis is, in part, regulated by NF-xB signaling (Kang et al., 2008),
further supporting that its downregulated expression upon silencing of the MTI-MMP axis

is once again potentially dependent of this signaling network. As HuR protein levels



74

remained unaffected by lupeol treatment in MTI-MMP knockout conditions, this further
confirms that NF-xB-dependant modulation by lupeol is possibly impaired. Also, it should
be acquainted that, though HuR gene expression is not modulated by PMA or lupeol
treatment, proteins levels of HuR were found to be elevated suggesting that stabilization

resulting in slower degradation of the scaffold protein might occur. This however remains to

be investigated.

In conclusion, this study is among the first investigation of lupeol’s mechanism of
action under procarcinogenic stimulation. Aside from apparent protection from superoxide
generation in human neutrophils (Yamashita et al., 2002), we provide new evidence that
several alternative signaling pathways might be involved in the regulation of inflammatory
biomarkers gene expression such as MMP-2, MMP-9 and COX-2. Intracellular signaling
mediated by MT1-MMP, possibly through its intracellular cytoplasmic domain, will remain
to be further investigated but seems to play a key role in lupeol’s effects under
procarcinogenic conditions. Whether similar mechanisms are also involved in the actions of
other dietary phytochemicals is currently unknown. Based on owr results, increased
understanding of neoplasic adaptative mechanisms and design of therapeutic strategies
based on targeting microenvironment-mediated chronic inflammation and angiogenesis will

be required.
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Figure 1: COX-2 and MMP-9 expression is increased upon synergistic actions of Jupeol
and PMA. DAQY cells were serum-starved in the presence of various concentrations of
Jupeol in combination with vehicle or 1 pM PMA for 18 hrs. (A) Lysates were isolated,
proteins electrophoresed via SDS-PAGE and immunodetection of COX-2, IxB and GAPDH
proteins performed as described in the Methods section. (B) Quantification was performed
by scanning densitometry of the respective autoradiograms, data normalized on GAPDH,
and correlation between IxB and COX-2 expression represented. Data shown is
representative of two independent experiments.
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Figure 2: Concomittant proMMP-9 secretion and proMMP-2 activation are increased
upon synergistic actions of lupeol and PMA. DAOY cells were serum-starved in the
presence of various concentrations of lupeol in combination with vehicle or 1 uM PMA for
18 hrs. (A) Gelatin zymography was performed with the respective conditioned media to
assess the extent of proMMP-9, proMMP-2, and MMP-2 activities. Scanning densitometry
of the zymogram was performed to quantify the extent of proMMP-9 secretion (B), or the
extent of proMMP-2 activation (C, MMP-2/proMMP-2). Data shown is representative of
two independent experiments.
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Figure 3: The synergistic lupeol/PMA effects require MT1-MMP. DAOY cells were
transfected with scrambled (siScrambled) siRNA sequences or with sIMT1-MMP as
described 1in the Methods section. The cells were then serum-starved in the presence of 1
UM PMA and/or 30 pM lupeol for 18 hrs. (A) Lysates were isolated, proteins
electrophoresed via SDS-PAGE and immunodetection performed as described in the
Methods section. Gelatin zymography also was used to assess the extent of proMMP-9
secretion In the conditioned media. Scanning densitometry was used to quantify the
autoradiograms for (B) COX-2, (C) IkB, (D) proMMP-9, and (E) HuR respective
expression. Densitometric values are means of two independent experiments. Data shown is
representative of two independent experiments.
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Figure 4: MT1-MMP is required for the transcriptional regulation of COX-2 and
MMP-9 upon synergistic actions of lupeol and PMA. DAOY cells were transfected with
scrambled (siScrambled) siRNA sequences or with siIMTI-MMP as described in the
Methods section. The cells were then serum-starved in the presence of 1 uM PMA and/or 30
UM lupeol for 18 hrs. Total RNA was extracted and transcribed into cDNA as described in
the Methods section. gPCR was then performed in order to assess gene expression levels of
MTI-MMP (A), COX-2 (B), MMP-9 (C), and HuR (D). Values are means of two
independent experiments assessed in triplicate. Data shown is representative of two
independent experiments.




CHAPITRE 1V

DISCUSSION

Le médulloblastome, 1’un des types de cancer cérébral pédiatrique le plus invasif, se
distingue par sa résistance aux traitements conventionnels et par son inaccessibilité (Murat
et al., 2008 ; Verhoeff ef al, 2009). L’importance de cibler les acteurs de la promotion
tumorale n’en est que plus opportune, ainsi que 1’élucidation des mécanismes moléculaires a
leur origine afin d’¢laborer de nouvelles stratégies thérapeutiques plus spécifiques et moins
problématiques pour 1’h&te. Nos recherches ont ainsi porté sur la caractérisation du potentiel
anti-tumoral de deux agents pharmacologiques, soit le propranolol ainsi que le lupeol, sur un

modele de médulloblastome de type DAOY.

L’une des cibles phénotypiques majeures de cette étude est 1’état d’inflammation
généré au sein du microenvironnement tumoral. Etant un acteur propice & la croissance d’un
néoplasme, les conséquences de cet état menant & la promotion du développement tumoral
sont relativement bien documentées (Balkwill et Mantovani, 2001 ; Costa ef al., 2002 ; Sica,
2010). La voie de signalisation NF-xB joue un réle important dans la génération de
I’inflammation, notamment via la surexpression de COX-2, mais aussi dans I’induction de la
MMP-9, un contributeur critique de I’invasion tumorale, de la métastasie et de ’angiogénése
(Deryugina et Quigley, 2006). Cette voie, décrite dans la section 3.1.2 de Pintroduction,
représente donc une cible de choix en raison de la versatilit¢ de ses rdles dans la
cancérogénése. Le ciblage pharmacologique de cette voie fut décrite pour de nombreuses
molécules d’origine naturelle, notamment la curcumine, le resvératrol, le sulforaphane ainsi
que I’épigallocatéchine-3-gallate (Annabi ef al., 2002 ; Annabi et al., 2008b ; Gupta ef al.,
2011). En conséquence, ces molécules possédent un caractére anti-tumoral associé¢ a
I’inhibition de la MMP-9 ou encore de 1’état d’inflammation généré par COX-2. A la
lumi¢re de ces découvertes, il est donc logique d’élaborer une stratégie thérapeutique
anticancéreuse axée sur la régulation négative de la voie NF-xB, dont les molécules
responsables proposent une faible toxicité cellulaire d’une part et une efficacité in vivo bien

documentée d’autre part.
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1 Les récepteurs B-adrénergiques, médiateurs atypiques dans la signalisation du

phénotype invasif tumoral

Notre premicre hypothése de travail consistait en |'évaluation du potentiel anti-
invasif du propranolol, un antagoniste des récepteurs (-adrénergiques, sur notre modeéle
cellulaire tumoral cérébral, ainsi qu’en la caractérisation de son mécanisme d’action
moléculaire. En effet, le role de ces récepteurs dans la progression tumorale a été mis en
évidence pour la premiére fois dans un modele d’hémangiome infantile (Leaute-Labreze ef
al., 2008). Des études supplémentaires de notre laboratoire ont permis d’expliquer
partiellement cette action anti-angiogénique lorsque, d’une part, les fonctions de ces
récepteurs étaient surexprimés dans le compartiment vasculaire tumoral el, d’autre part, que
leur blocage par le propranolol menait a I’inhibition de la tubulogénése ainsi que de [a
migration cellulaire, deux caractéristiques fondamentales a4 ’angiogénése (Annabi et al.,
2009a). Nous avons donc procéd€ a I’essai du propranolol sur notre modéle cellulaire de
médulloblastomes, stimulé au PMA. Le premier constat est la diminution de la sécrétion de
proMMP-9 induite par le PMA dans le milieu de culture des cellules tumorales en réponse

au propranolol.

Sachant que la sécrétion de MMP-9 est intimement liée a ’activation de la voie NF-xB
(Kim et al, 2011), cette derniere a été examinée aprés stimulation au PMA ainsi qu’au
propranolol. La dégradation d’IkB, provoquée par le PMA, est effectivement renversée par
’ajout d’une dose croissante de notre agent pharmacologique, en accord avec la diminution
de MMP-9 observée. La cinétique de phosphorylation d’IxB initiant |’étape de dégradation a
aussi pu étre vérifiée. Cette phosphorylation accrue est suivie de la disparition de la protéine.
Encore une fois en accord avec les résultats précédents, le propranolol empéche la
phosphorylation d’IxB, scellant son interaction au complexe NF-kB méme aprés stimulation
au PMA. Finalement, nos résultats suggerent aussi I’implication d’un réle concomitant du
propranolol au niveau des voies MAPK et PI3K/Akt. Effectivement, ces deux axes de

signalisation ont un rdle bien documenté dans la régulation de la prolifération cellulaire, de



87

la migration ainsi que de la survie (Adjei, 2001 ; Kennedy et al., 1997). Ainsi, nous avons
démontré que le propranolol inhibe considérablement la phosphorylation des deux acteurs

principaux respectifs de ces voies, Erk et Akt, en réponse a une stimulation au PMA (Figure

10).

L’un des objectifs du ciblage pharmacologique dans une optique thérapeutique porte
sur la démonstration que 1’agent utilisé n’incombe pas une forte toxicité cellulaire. Nous
avons évalué cet aspect d’une part & partir d’une expérience de prolifération cellulaire et,
d’autre part, par le dosage de I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH). Bien qu’une baisse
significative du niveau de phosphorylation d’ Akt soit notée apres traitement au propranolol,
il est intéressant d’observer que cet effet ne se traduit pas systématiquement par I’induction
de la mort cellulaire. Effectivement, le propranolol ayant été utilisé comme agent
thérapeutique cardiaque depuis plusieurs décennies, il n’est pas surprenant de constater que

cet agent est a priori inoffensif envers les cellules saines.

En accord avec les résultats présentés dans cette étude, des données subséquentes
supportent que le ciblage pharmacologique des récepteurs [(-adrénergiques meénerait a
Iinhibition de I’axe de signalisation NF-xB ainsi que de la sécrétion de MMP-9 dans les
cellules tumorales pancréatiques (Zhang ef al., 2010). D’autre part, une équipe a démontré
que le blocage des récepteurs (31- ou P2-adrénergiques induit indépendamment une
diminution de MMP-9, proposant un réle similaire de chacun des membres (Romana-Souza,
Santos et Monte-Alto-Costa, 2009). En résumé, nos recherches ont permis la découverte
d’un réle nouveau des récepteurs (3-adrénergiques dans la cancérogénése. Nous avons
¢lucidé un mécanisme d’action du bropranolol antagoniste & une signalisation induite par un
agent carcinogéne. Ces résultats incitent, de plus, un intérét rehaussé a une panoplie de

composés de Ja classe des B-bloquants (Sotalol, Carvedilol).

2 La modulation pharmacologique de la signalisation pro-inflammatoire

Tel qu’énoncé au chapitre 11, la seconde hypothese de travail porte sur I’analyse d’un

potentiel anti-inflammatoire du lupeol dépendant, d’une part, de la voie de signalisation NF-



33

kB et possiblement, d’autre part, d’'un mécanisme tributaire intracellulaire a MT1-MMP.
L’une des originalités de ce projet est [’utilisation d’un agent carcinogene, le PMA, afin de
stimuler les voies de signalisation d’intérét contre lesquelles notre agent pharmacologique
sera employé. Nous sommes ainsi parvenus a démontrer que la modulation de la voie NF-
kB menant a I’expression de COX-2 par le lupeol était aussi observable dans notre modele
cellulaire. Par contre, contrairement a ce que la littérature rapporte concernant le pouvoir du
lupeol a inhiber COX-2 via cet axe (Saleem, 2009), notre modele cellulaire suggere plutot
une synergie d’action de nos deux agents, le PMA et le lupeol. En accord avec ces derniers
résultats, la sécrétion de MMP-9 induite par les cellules tumorales est d’autant plus grande
lorsque le lupeol est utilisé en synergie avec le PMA, confirmant une fois de plus la
modulation de ’axe NF-xB en réponse a la stimulation des deux agents. Il est important de

noter que le lupeol seul n’affecte pas la signalisation basale cellulaire.

L’un des objectifs de cette étude était d’évaluer la contribution de I’axe MT1-MMP au
phénotype inflammatoire et invasif dépendant de NF-kB en réponse au PMA/lupeol.
Effectivement, de nombreuses fonctions signalétiques ont été attribuées a cette
métalloprotéase, notamment le contréle de I’apoptose via son transit du réticulum
endoplasmique a la membrane plasmique (Proulx-Bonneau, Pratt et Annabi, 2010),
I’expression de COX-2 dépendante d’une signalisation de la portion cytosolique et,
finalement, le largage du marqueur CD44 de la membrane induit par RhoA chez le
glioblastome (Annabi et al., 2005). Peu de données traitent néanmoins du mécanisme par
lequel la portion cytosolique de MT1-MMP contribue a la signalisation intracellulaire, qui
régule notamment la voie Erk (Gingras et Béliveau, 2010) et Racl (Gonzalo er al., 2010).
Certains résidus de la queue cytoplasmique semblent de plus impliqués dans cette
transduction du signal, tels que Cys’™* (Rozanov et al, 2001) ainsi que Tyr’” (Gonzalo et
al, 2010): L’inhibition de MTI1-MMP a premiérement été validée suite a I’utilisation d’un
ARN interférent correspondant, tant au niveau génique que protéique. En accord avec la
littérature, (Sina et al., 2010), la diminution de MT1-MMP conduit & une diminution de
I’expression de COX-2 d’une part et de la MMP-9 d’autre part. Cependant, ceci n’affecte
pas le pouvoir synergique du lupeol a I’égard du PMA, comme démontré par la hausse
accrue d’expression de ces deux derniéres protéines lors d’un co-traitement. Cette déduction

est de plus confirmée par I’analyse de I’expression génique, qui présente un profil semblable
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pour ’ARNm de COX-2 mais non pour le transcrit de la MMP-9. Effectivement, la synergie
du lupeol avec le PMA ne semble pas se traduire par une augmentation de la synthese du
transcrit. Sachant que la protéine chaperonne HuR est nécessaire a la stabilisation de ce
transcrit (Annabi et al, 2006), il fut pertinent d’évaluer les niveaux de cette derniere,
I’hypothése étant qu’a expression génique égale, un taux plus élevé de HuR stabilise
d’autant plus 1’étape post-transcriptionnelle et diminue la propension de I’ARNm pour la
dégradation. Ceci explique de plus pourquoi un taux plus important de MMP-9 active ne
signifie pas systématiquement un taux transcriptionnel correspondant. En accord avec notre
hypothese, les niveaux de HuR plafonnent lors du traitement concomitant du lupeol et du
PMA, élucidant un nouveau mécanisme cellulaire par lequel le lupeol agit. Il est intéressant
de noter que P’augmentation du niveau d’expression génique de MT1-MMP induite par le
PMA est renversée par le lupeol. Il n’est donc pas exclu qu’une signalisation pro-MT1-
MMP indépendante de NF-xB soit modulée par le lupeol en réponse au PMA. Des études
supplémentaires sur I’impact du lupeol sur diverses voies de signalisations seront donc

nécessaires.

En résumé, nous avons dérﬁontré que le lupeol module la voie NF-xB induite par le
PMA, conduisant & I’expression de COX-2 ainsi que de la MMP-9. Ce mécanisme
synergique n’est pas dépendant de ’axe MTI1-MMP qui, toutefois, contribue dans notre
modele a Pinduction de COX-2 tel que rapporté précédemment (Sina e al, 2010).
Finalement, le lupeol induit la surexpression de la protéine chaperonne HuR, expliquant via
la modulation post-transcriptionnelle de 'ARNm de la MMP-9 I’écart majeur entre son
expression génique et sa sécrétion. Bien que ces données ne supportent pas le courant de
pensée actuel selon lequel le lupeol possede des propriétés anti-inflammatoire et anti-
tumorales, nous illustrons dans un modeéle néoplasique cérébral une modulation nouvelle au
phénotype tumoral engendré par un carcinogene. Nous avons de plus associé ces effets a un
mécanisme signalétique dépendant de I’axe NF-xB et impliquant, en partie, la contribution

de la protéine chaperonne HuR a la stabilisation du transcrit primaire de la MMP-9.

3 Conclusion et perspectives
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Nos travaux ont permis de documenter le mécanisme de deux agents
pharmacologiques, le lupeol et le propranolol, dans le ciblage de I’inflammation et de
I’invasion tumorale. Ces mécanismes modulent un axe signalétique central au
développement néoplasique, la voie NF-xB, régissant la synthese notamment de la
métalloprotéase MMP-9 et de COX-2. Nous avons démontré que le propranolo!l inhibe non
seulement la synthése de MMP-9 via la voie NF-kB, mais aussi les voies de prolifération et
de survie, sans pour autant compromettre la viabilité des cellules saines. Nous avons de plus
constaté une modulation synergique de I’inflammation lorsque le lupeol est couplé a un
agent carcinogéne, le PMA. Alors que la contribution de COX-2 a I'inflammation dans notre
modele tumoral est associée a un axe MT1-MMP, le mécanisme du lupeol en synergie au
PMA lui n’est pas dépendant de cet axe. Nous avons finalement démontré qu’une partie de
cette cascade moléculaire est tributaire & la surexpression de la protéine HuR stabilisant le

transcrit primaire de la MMP-9.

Ces données ouvrent ainsi un nouveau courant de pensée sur de nouvelles cibles
pharmacologiques, notamment tout [’aspect des récepteurs adrénergiques dont la
contribution au phénotype tumoral était jusqu’a présent inconnue. Les résultats
encourageants du propranolol nous permettent d’envisager le réle proéminent d’autres
agents antagonistes a ces récepteurs, plus spécifiques que le propranolol. I’utilisation
d’ARN interférant spécifique a certains de ces récepteurs permettrait, de plus, de confirmer
leurs roles dans la signalisation menant au caractere invasif et méme I’identification d’un
membre explicite a Porigine de ces effets. Finalement, cet ouvrage dénote I’importance du
phénotype inflammatoire dans !'invasion tumorale, empressant le développement de

nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant I’inflammation induite par la voie NF-xB.
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Figure 4.1 Résumé du mode d’action proposé par le propranolol

La stimulation par un carcinogéne, dans ce cas le PMA, conduit notamment a ’activation
des voies de signalisation NF-kB, MAPK et Akt. Le mécanisme d’action proposé du
propranolol consiste en I'inhibition de la transduction du signal en aval de ces voies de

signalisation, résultant en I'inhibition du phénotype invasif tumoral, de la survie et de la
prolifération.
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