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Résumé

Le cancer est une des maladies les plus meurtrières que l’homme ait connues. Les

cellules cancéreuses dépendent largement de la formation des vaisseaux capillaires à

partir des vaisseaux sanguins pré-existants (angiogenèse) pour proliférer et envahir

d’autres tissus par la métastase. La plupart des thérapies anti-cancéreuses existantes telles

que la thérapie génique, la chimiothérapie et la radiothérapie ciblent ces cellules

cancéreuses. Cependant, dû aux propriétés chimio et radio résistantes de certaines

cellules cancéreuses, ces thérapies s’avérent inefficaces et peuvent même entraîner des

effets secondaires importants. Des études suggèrent de cibler plutôt l’angiogenèse

tumorale pour augmenter l’efficacité de ces traitements en et réduire leurs effets

secondaires.

Dans notre étude, nous rapportons que les propriétés angiogéniques des cellules

souches mésenchymateuses (MSC) sont activées de façon significative par une tension

réduite en oxygène se rapprochant de celle observée à l’intérieur des masses tumorales.

Ces propriétés angiogéniques sont régulées de façon autocrine et paracrine par des

facteurs de croissance, et l’inhibition spécifique de la MT1-MMP antagonise cet effet.

Nous rapportons aussi que l’irradiation active les propriétés angiogéniques des cellules

endothéliales, ainsi que l’expression de la MT1-MMP, de la Cavéoline-1, et de

l’Intégrine f33, trois molécules indispensables au déroulement de l’angiogenèse. De plus,

nous rapportons qu’un pré-traitement des cellules endothéliales aux agents anti

angiogéniques, en particulier l’EGCg, antagonise les propriétés angiogéniques et

l’expression de ces molécules induites par l’irradiation. L’ensemble de notre étude

suggère que, (i) les trois molécules mentionnées ci-dessus soient des cibles importantes

dans le développement des thérapies anti-angiogéniques, que (ii) les MSC pourraient être

utilisées comme vecteurs dans les thérapies géniques anti-cancéreuses, et que (iii) des

traitements en synergie radiothérapie et agents anti-angiogéniques augmenteraient

synergiquement l’efficacité totale de ces traitements conventionnels contre le cancer.

Mots Clés Cancer, angiogenèse, MSC, cellules endothéliales, MT1-MMP, cavéoline-l,

intégrine f33, thérapies, EGCg.
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Abstract

Cancer is one of the most lethal diseases mankind lias ever known. Cancer celis

greatly depend on angiogenesis to grow into significantly large tumor masses and invade

neigliboring and distant tissues tlirough metastasis. Most existing therapeutic approaches

sucli as gene therapy, cliemotlierapy and radiotherapy are aimed against cancer ceils.

However, due to the high intrinsic resistance of certain cancer celis to radiotlierapy and

chemotherapy, these approaches have limited efficacy and dramatic side effects

sometimes. There is increasing evidence suggesting that targeting tumor angiogenesis

would greatly enhance tliese therapeutic alternatives, and diminish their side effects.

In this study, we report tliat bone marrow-derived stromal ceils (MSC) angiogenic

properties are significantly enhanced by a low oxygen tension condition similar to tliat

found within tumor masses, that this phenomenon is subject to autocrine and paracrine

regulation by angiogenic growtli factors and tliat specific inhibition of MT1-MMP

activity antagonizes this effect. We also report that radiation treatment enhances

endothelial cell angiogenic properties and expression of important angiogenic modulators

sucli as MTY-MMP, Caveolin-l, and Integrin f33. Furthermore, we show that pre-treating

endothelial celis with anti-angiogenic agents; especially EGCg, antagonizes radiation

induced angiogenic properties botli at tlie cellular and molecular level. These

observations suggest that (i) tlie three above-mentioned molecules would be primaly

targets for the development of new anti-angiogenic therapies, that (ii) MSC could lie used

as vectors for anti-cancer gene tlierapy, and that (iii) combined anti-angiogenic and

radiation treatment would synergistically enhance the overali efficacy of these two

conventional anti-cancer approaches.

Keywords: Cancer, angiogenesis, MSC, endothelial celi, MT1-MMP, Caveolin-l,

Integrin f33, therapeutic approaches, EGCg.
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1.1 Le cancer: renseignements généraux

Nos tissus et organes sont composés de cellules. Dépendemment de leur origine et de leur

fonction, elles s’organisent pour former des tissus tels les muscles, l’estomac, le coeur, le foie et

autres. Généralement, les fonctions telles que la division, la prolifération et la mort cellulaire

sont contrôlées de façon cyclique et ordonnée par les noyaux cellulaires selon les différents

besoins physiologiques. Par exemple, lorsqu’un groupe de cellules est trop vieux pour continuer

à fonctionner, leurs gènes activent la mort cellulaire physiologique (apoptose), et les cellules à

proximité se multiplient (mitose) pour les remplacer, et une fois cet objectif accompli, elles

arrêtent de proliférer. Des facteurs environnementaux telle la pollution, l’irradiation, les aliments

faisant partie de notre diète, et les pathogènes comme les virus peuvent gravement altérer cette

régulation génique des fonctions cellulaires, soit en altérant leur ADN, soit leur mécanismes de

réparation. Des prédispositions génétiques, ainsi que l’âge des individus ont aussi une influence

significative sur ces mécanismes régulateurs. Si cette altération mène à la mort spontanée d’un

petit nombre de cellules, les conséquences sont généralement minimes. Par contre, si cette

altération mène à une prolifération incontrôlée des cellules, elles peuvent alors avoir des effets

pathologiques néfastes. Elles se multiplieront de façon non contrôlée, et formeront

éventuellement des masses tissulaires qu’on appelle des tumeurs (Molecular biology of the cell
2nd edition, Alberts et aï).

Les tumeurs sont qualifiées comme étant bénignes ou malignes. Les tumeurs bénignes

poussent en principe localement et n’envahissent pas à distance. Les tumeurs malignes, quant à

elles, envahissent éventuellement les tissus avoisinants et distants, causant ainsi le cancer, une

maladie mortelle. Les tissus avoisinants sont alors envahis par l’extension directe des cellules

tumorales malignes; en voyageant par les vaisseaux sanguins et lymphatiques ces cellules

peuvent également former des tumeurs malignes secondaires, ou des métastases à des tissus

distants. Ce ne sont pas tous les cancers qui sont à l’origine d’une tumeur. La leucémie, par

exemple, se manifeste par des cellules cancéreuses circulant dans le sang et des tissus d’où elles

prennent naissance. De plus, les différents types de cancer peuvent avoir des phénotypes très

variés. Par exemple, le cancer du poumon et le cancer du sein sont très différents en ce qui
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concerne la prolifération de leurs cellules tumorales respectives, et leurs réponses aux différents

traitements (American Cancer Society ; http://www.cancer.org/docroot/home/index.asp).

Même si les individus de tout âge peuvent développer cette maladie, on trouve plus de

77% des cas de cancer chez les gens âgés de 55 ans et plus. Au Canada 136,900 cas de cancer

ont été rapportés, dont 66,200 sont décédés en 2002. Le cancer le plus fréquent chez l’homme est

le cancer de la prostate, alors que chez la femme, c’est le cancer du sein. Toutefois, pour les deux

sexes le plus meurtrier demeure le cancer du poumon. Malgré des progrès réalisés dans les

traitements actuels des cancers grâce aux recherches intensives qui y ont été consacrées, la

fréquence de certains types de cancers, comme ceux du poumon ou du sein, continue de grimper

(Société Canadienne du Cancer; http://www.cancer.calccs/intemet/cancer).

Figl.1. Coupe transversale du G]ioblastome Multiforme. Le Glioblastome Multiforme est une
forme de tumeur cérébrale très maligne caractérisée par une forte vascularisation, ainsi qu’une
densité élevée des cellules gliales souvent très polymorphes, et des régions à nécroses focales
entourées par un arrangement palissadique des cellules tumorales.
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fl y a aussi d’autres cancers qui ont beaucoup attiré l’attention publique incluant celui du

système nerveux central qui représente 20% des cancers chez les enfants. En particulier, le

glioblastome multiforme (Fig 1.1) est la forme la plus fréquente des tumeurs cérébrales; il est

aussi connu pour son taux prolifératif élevé et sa résistance face à la chimiothérapie ou à la

radiothérapie. C’est une tumeur maligne très invasive qui se répand facilement à travers le

cerveau mais qui ne manifeste des métastases ailleurs que très rarement. L’histologie de la

tumeur de glioblastome est généralement caractérisée par une forte vascularisation, ainsi qu’une

densité élevée des cellules gliales souvent très polymorphes, et des régions à nécroses focales

entourées par un arrangement palissadique des cellules tumorales, d’où le nom glioblastome

multiforme (http://www.emedicine.comi’NEURO/topic 147 .htm).

4



1.2 L’angiogenèse

L’angiogenèse est un terme définissant la formation des nouveaux vaisseaux sanguins à

partir des vaisseaux préexistants; elle diffère de la vasculogenèse qui dénote la formation des

nouveaux vaisseaux à partir de précurseurs mésenchymateux. L’angiogenèse est un processus

important impliqué dans plusieurs autres processus physiologiques comme la mise en place de

l’appareil cardiovasculaire et la formation des réseaux vasculaires propre à chaque organe dans

l’embryon, la cicatrisation et la réparation des tissus endommagés, et l’adaptation musculaire aux

exercices physiques (1).

1.2.1 Le contrôle de l’angiogenèse

L’angiogenèse est sous contrôle étroit de deux classes de molécules qui sont

réciproquement antagonistes: les facteurs de croissance pro angiogéniques connus sous le nom

de «on-switches », et les inhibiteurs physiologiques de l’angiogenèse, connus sous le nom des

«off-switches » (The Angiogenesis Foundation; http://www.angio.org/).

Parmi les «on-switches» majeurs utilisés lors de notre étude, on trouve: le facteur de

croissance endothélial vasculaire (VEGF), le facteur de croissance fibroblastique basique (b

FGF), et la Sphingosine-1-phosphate (S-1-P) (2, 3, 4). Le VEGF est aussi connu sous le nom de

facteur de perméabilité vasculaire (VPF) car il augmente la perméabilité des vaisseaux sanguins.

Cette glycoprotéine homodimérique de 45 KDa existe sous 5 différents isoformes, VEGF-1,

VEGF-2, VEGF-3, VEGF-4 et VEGF-5 (5). Son expression génique dépend du facteur de

transcription HW-la (Hypoxia Inducible Factor-1-alpha) (6, 7) qui est activé suite à une baisse

du niveau d’oxygène physiologique, et de l’implication de l’EGR-l (Early Growth Response-1)

(8), un autre facteur transcriptionnel qui est activé par diverses conditions de stress cellulaire

incluant aussi l’hypoxie (9). Trois récepteurs à activité tyrosine kinases, VEGFR-1, VEGFR-2, et

VEGFR-3 reconnaissent ce facteur de croissance comme ligand (1). Lorsque le VEGF se lie à

chacun de ces récepteurs, il induit un changement de conformation qui mène à

l’homodimérisation des récepteurs et induit une cascade de signalisation intracellulaire pour

initier des réponses moléculaires et cellulaires spécifiques. Le VEGFR-2 est exclusivement
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exprimé dans les cellules endothéliales et son activation par le VFGF induit l’angiogenèse par la

hausse de la prolifération et le développement du réseau capillaire des cellules endothéliales (5)

(Fig 1.2). Le b-FGF, aussi appelé FGF-2, a un mécanisme d’action similaire au VEGF (1). Ce

facteur de croissance de 155 acides aminés est le ligand du récepteur FGF-R, dont 4 sous-types

ont été caractérisés FGF-R1, FGF-R2, FGF-R3, et FGF-R4 (10), qui sont aussi des récepteurs

tyrosine kinases comme les récepteurs des VEGF. Le b-FGF augmente la prolifération cellulaire

et la migration cellulaire entre autres par l’induction de l’expression des intégrines. LI est

également impliqué dans la manipulation des fibres d’actine et dans la réorganisation du

cytosquelette cellulaire (Fig 1.2). La S-1-P n’est pas un facteur de croissance comme le VEGF

ou le b-FGF, mais plutôt un sphingolipide polaire, synthétisé par modification biochimique de la

sphingomyéline. Elle est produite dans des cellules en réponse à divers stimuli comme les

facteurs de croissance et les cytokines. Elle se lie aux récepteurs EDG (Endothelial

Differentiation Gene), une famille des récepteurs couplés aux protéines G, dont EDG-1, EDG-3,

EDG-5, EDG-6, et EDG-$. Lorsqu’elle se lie à ses récepteurs, des protéines G sont recrutées au

niveau du récepteur et agissent sur d’autres effecteurs, qui déclenchent des réponses cellulaires.

Plusieurs groupes de chercheurs ont rapporté que la S-1-P augmente la prolifération, la survie, et

la migration des cellules endothéliales (Fig 1.2). Elle est aussi une molécule de signalisation

impliquée dans la modulation intracellulaire du calcium (Il).

o
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Recrutement et activation des éffecteurs

Activation des voies de
signalisation intracellulaire

I
Réponses Angiogéniques

Prolifération, Migration etTubulogenèse
des cellules endothéliales

‘L
Activation des

éffecteurs

Liaison du ligand
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Evenements
Intracellulaires

Fig 1.2. Transduction des signaux intracellulaires par divers modulateurs angiogéniques.
L’activation des récepteurs du VEGF (VEGFR), du b-FGF (FGF-R) et du S-1-P (EDO) par leurs
ligands respectifs induit la transduction des signaux intracellulaires qui mène à l’activation
éventuelle des réponses angiogéniques dans les cellules endothéliales. Les récepteurs tyrosine
kinases sont représentés par des rectangles arrondis, et les récepteurs couplés aux protéines G par
des éllipses.

Les effets commentés ci-dessus proviennent des études effectuées in vitro. In vivo, toutes

ces molécules peuvent interagir entre elles, ou avec d’autres régulateurs de l’angiogenèse. L est

très probable que le VEGF et le b-FGF interagissent lors des phases de prolifération et de

migration (1).

VEGE

t
b-FGE s-1-P

t

1F 4
Homodiméri sati on Activation du récepteur

et activation des récepteurs et des Protéines G
par phosphorylation des
acides aminées Tjrosine

1F I
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Parmi les «off-switches » majeurs, on trouve: l’Angiostatine (un fragment du

plasminogène), l’Endostatine (un fragment de collagène XVffl), et les Inhibiteurs de

métalloproteinases ou TEVIPs (tissue inhibitor of metalloproteinases). Les mécanismes par

lesquels cette classe de molécules peuvent inhiber l’angiogènese peuvent être divers: soit en

inhibant la prolifération cellulaire, soit en activant l’apoptose, soit en bloquant la migration

cellulaire. Les TIMPs inhibent l’angiogènese en bloquant l’activité des MMPs, qui sont

indispensables à la migration cellulaire et à la formation de réseaux vasculaires (12).

Fig 1.3. L’équilibre angiogénique. L’angiogènese est régulée de façon réciproque par des
activateurs (On Switches) et des inhibiteurs (Off Switches) de l’angiogènese.

Généralement, il y a un équilibre physiologique entre les «on-switches» et les «off

switches ». Lorsque cet équilibre favorise les «on-switches », l’angiogenèse est activée, et

lorsque l’équilibre penche en faveur des «off-switches », elle est inhibée (Fig 1.3). Un exemple

classique d’angiogenèse physiologique serait la guérison des blessures. Suite à une chirurgie, les

tissus près de la plaie secrèteraient et activeraient les «on-switches » et inhiberaient les «off

switches» pour induire et recruter les vaisseaux sanguins voisins à former des ramifications

capillaires vers leur site. Ceci faciliterait le recrutement des plaquettes pour guérir la plaie,

l’apport des substances nutritives et de l’oxygène pour la survie des cellules près de la zone

affectée, et l’accès aux globules blancs pour combattre les microbes qui entrent par la plaie.

Angiogènese
Equilibré

Inhibition
de I’angiogénese de I’angiogènese
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Lorsque l’angiogenèse atteint un équilibre, les niveaux et l’activité des «on-switches» baissent
et celles des «off-switches » augmentent pour freiner le processus de néovascularisation.

Le contrôle adéquat de l’angiogenèse est indispensable au bon fonctionnement du corps.
Une perte de son contrôle pouffait engendrer des conditions pathophysiologiques sevères.
L’angiogenèse insuffisante serait causée par une sous-production des facteurs de croissance pro
angiogéniques. Elle se caractérise par la formation de vaisseaux sanguins très rudimentaires qui
altèrent la bonne circulation sanguine, causant de sérieux dommages à des tissus dépendants de
celle-ci. Elle entraînerait des conditions comme: des guérisons de plaies ralenties, l’infarctus, et
la maladie coronarienne. L’angiogenèse excessive serait causée par une surproduction des
facteurs de croissance pro-angiogéniques au point de surpasser les effets des inhibiteurs
angiogéniques physiologiques. Dans ce cas, les vaisseaux sanguins forment des réseaux très
développés, endommagéant des tissus normaux et nourrissant des tissus malades. Ce scénario est
observé dans des conditions pathologiques comme l’arthrite rhumatoïde, l’aveuglement

diabétique, le psoriasis et le cancer (The Angiogenesis Foundation; http://www.angio.org/).

1.2.2 L’angiogenèse tumorale

Lorsqu’une cellule saine devient cancéreuse, ses besoins en nutriments et en oxygène
augmentent de façon importante, elle s’engage alors dans un cycle de prolifération incontrolé.
Initialement, elle produit une masse tumorale de petite taille, due aux quantités limitées de
nutrition et d’oxygène du milieu environnant. Une fois ces réserves épuisées, la masse tumorale
doit se trouver une autre source de provisions plus grande pour poursuivre sa croissance. Elle

produit et secrète donc des facteurs de croissance angiogéniques, qui activent le recrutement des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins environnants (Fig 1.4). Suite à des stimuli pro
angiogéniques, l’angiogenèse est déclenchée dans les vaisseaux vasculaires et se développe en
quatre étapes consécutives:

C
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Le bourgeonnement implique l’apparition des petites masses de cellules

endothéliales sur la surface extérieure des vaisseaux, préférentiellement des

capillaires et des veinules. Ces bourgeons, d’abord pleins de cellules, creusent

rapidement des lumières se terminant en cul-de-sac.

• Par la migration des cellules endothéliales, ces bourgeons vont par la suite,

s’allonger vers la tumeur, la source du stimulus angiogénique.

• L’organisation des cellules endothéliales en un réseau capillaire une fois qu’elles

atteignent la source du stimulus.

• Finalement, une adaptation permanente du réseau vasculaire aux besoins de son

nouvel environnement se produit. C’est un processus nommé le remodelage.

Fig 1.4. L’angiogenèse tumorale. L’angiogenèse joue un rôle important dans le développement
de la tumeur. A) Une cellule cancéreuse prolifère pour former une masse tumorale de imm3; B)
La masse tumorale secrète des signaux angiogéniques induisant la néovascularisation; C) La
vascularisation de la tumeur permet sa croissance perpétuée et la formation des métastases; D)
Les thérapies anti-angiogéniques antagonisent la croissance de la tumeur en éliminant ses voies
d’approvisionnement sanguin.

‘4

Signaux

Angiogéniques

A)Prolifération B)Angiogénese C) Croissance D) Thérapie

tumorale et

métastases

Anti-Angiogénique
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Les étapes morphologiques du processus angiogénique sont identiques que le stimulus

soit physiologique ou pathologique. Les mécanismes cellulaires et moléculaires peuvent, par

contre, différer légèrement. Une fois le processus de néovascularisation accompli, le sang circule

vers et à l’intérieur de la tumeur apportant suffisamment de nutriments et d’oxygène pour la

croissance de celle-ci. Ainsi la masse tumorale grandit et éventuellement envahit les tissus sains

environnants et distants par la métastase.

1.2.2.1 L’hypoxie et ses influences sur I’angiogenèse

L’apport adéquat et constant des nutriments et de l’oxygène aux tissus est fondamental

au bon fonctionnement de notre corps. fi n’est donc pas étonnant qu’une tension réduite en

oxygène (hypoxie) ait un grand impact sur la physiologie du corps humain (13). Lorsque

Ihypoxie se manifeste dans le sang, des chimiorécepteurs présents dans l’artère carotidienne et

dans l’aorte détectent la diminution du niveau d’oxygène et arrêtent leur influence inhibitrice sur

le centre vasomoteur cardiovasculaire dans le système nerveux centrale. Ainsi désinhibé, le

centre vasomoteur envoie des signaux sympathiques vers le coeur et vers les muscles lisses

vasculaires. La hausse du rythme cardiaque et la vasoconstriction des artères résultent en une

augmentation de la pression artérielle dans le but de rétablir l’homéostasie du l’oxygène dans le

corps (14). L’endothélium aussi joue un rôle important dans ce mécanisme de compensation

physiologique. Étant la première couche tissulaire en contact avec le sang, l’endothélium est plus

directement affecté que le système nerveux autonome par une réduction de l’apport en oxygène.

En plus des signaux provenant du système nerveux, le tonus vasculaire est sous contrôle des

molécules vasodilatatrices comme l’oxyde nitrique (NO) et des molécules vasoconstrictrices

comme l’endothéline-l (ET-1), qui exercent leurs influences sur les muscles lisses vasculaires.

L’hypoxie à court terme diminue l’émission de NO et augmente celui de l’ET-l par les cellules

endothéliales, favorisant ainsi la vasoconstriction. A court terme, l’hypoxie stimule également

l’émission de la prostaglandine F2Œ (PGF2) et le b-FGF qui induisent a leur tour la prolifération

des cellules musculaires lisses; le dernier stimule aussi les phénotypes angiogéniques des cellules

endothéliales. À plus long terme, l’hypoxie l’induit des facteurs de croissance et des molécules

d’adhésion dans les cellules endothéliales, qui recrutent et adhèrent des neutrophiles en
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conséquence. Ce phénomène cellulaire est à la base des inflammations qui se développent dans

les sites des tissus en ischémie (15).

Une petite masse tumorale met en place un scénario d’hypoxie qui pourrait mener au

cancer. L’activation de HIE-l serait à la base de ce phénomène. HIE-1 est un facteur de

transcription fortement induit et activé par une tension réduite en oxygène, mais peut aussi être

activé par des facteurs de croissance, et même par des mutations géniques qui activent les

oncogènes et désactivent les gènes répresseurs des tumeurs. Une fois exprimé comme protéine,

son activation requiert la phosphoiylation des sous-unités HIE-la et HW-1F3, suivi d’une

dimérisation de ces deux sous-unités. Plusieurs études ont établi son rôle dans le développement

des tumeurs et dans l’angiogenèse tumorale, ce qui n’est pas étonnant car HIE-1 cible quatre

groupes des gènes, encodant:

• Des transporteurs transmembranaires de glucose et des enzymes du métabolisme

glycolytique.

• Des facteurs de survie et prolifération.

• Des facteurs d’invasion.

• Des facteurs angiogéniques.

L’hypoxie caractéristique du foyer tumoral crée un déficit en oxygène qui inhibe le

métabolisme oxydatif des cellules par les mitochondries. Pour aider les cellules endothéliales et

tumorales à s’adapter à ces conditions défavorables, HIE-1 active le métabolisme glycolytique en

induisant l’expression de transporteurs transmembranaires de glucose comme le GLUT1 et les

enzymes du métabolisme glycolytique comme le GADPH.

Plusieurs études ont démontré que l’hypoxie augmente le profile invasif des tumeurs et la

formation des tubes capillaires par des cellules endothéliales. Cela est dû en partie à l’induction

par HIE-1 des protéines impliquées dans le remodelage de la MEC comme la fibronectine et la

MMP-2. La kératine est une des protéines qui font partie du cytosquelette; l’induction des gènes

• KRT14, KRT18, et KRT19 encodant divers isoformes de la kératine par HIE-1 activent la

mobilité des cellules cancéreuses (16). Il est probable que HIE-1 induise des gènes importants
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pour le remodelage de la matrice extracellulaire et l’organisation du cytosquelette dans les

cellules endothéliales aussi. Cela activerait leur profil migratoire et tubulogénique, et favoriserait

ainsi l’angiogenèse.

De plus, HW-1 est responsable de l’expression des facteurs de croissance tels que le VEGF,

et le TGF-Œ, et aide les cellules tumorales et endothéliales à survivre et à proliférer malgré le

manque d’oxygène. Cela expliquerait en partie le fait que ces cellules prolifèrent mieux en

hypoxie qu’en normoxie (15). fl est important de noter que le VEGF n’est pas seulement un

facteur de survie, mais aussi un facteur angiogénique. Fang et al (17) ont démontré que

l’induction de HIF-l est indispensable à l’expression de VEGF et donc au développement de

l’angiogenèse tumorale et du cancer; ces facteurs de croissance, tout comme d’autres qui sont

induits par le HW-l aussi pourraient influencer l’activité invasive des cellules tumorales ainsi

que le profil tubulogénique des cellules endothéliales tels que mentionné plus haut.

HW-1 amplifie aussi sa propre expression génique. Par exemple, le TGF-a qu’elle induit se

lie au récepteur de l’EGF, qui par des voies de signalisation intracellulaire active non seulement

la survie et la prolifération cellulaire, mais aussi l’expression de HW-1, créant ainsi un

«feedback » positif de l’induction de l’angiogenèse tumorale dans l’hypoxie (18).

En résume, HIE-l induit l’expression des molécules qui régulent le métabolisme, la

prolifération, la mobilité, et le remodelage de la MEC dans les cellules tumorales et les cellules

endothéliales. En activant ces fonctions cellulaires, la HIE-1 joue un rôle majeur dans le

développement du cancer et de l’angiogenèse tumorale.
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1.2.3 La dégradation de la matrice extra-cellulaire

1.2.3.1 Les métalloprotéinases de la matrice extra-cellulaire

Les cellules doivent être capable d’interagir avec les protéines de la matrice

extracellulaire (MEC) dans leur permettre de s’y greffer et de s’y proliférer. C’est via la

production et l’utilisation des protéases extracellulaires qu’elles arrivent à le faire, et qu’elles

peuvent participer à divers processus physiologiques ou pathologiques (12).

Parmi ces protéases, les Métalloprotéinases de la MEC (MMPs), dont l’activité dépend

des ions métalliques pour dégrader et remodeler la MEC, permettent à la cellule d’interagir avec

son environnement. Ces MMPs appartiennent à une superfamille de protéines metzincin, qui se

distingue par un motif conservé de trois acides aminés Histidines pouvant complexer un ion de

Zinc au site catalytique, en plus d’une Méthionine qui demeure dans le site catalytique tout près

de l’ion de Zinc. À ce jour, 25 différentes MMPs (Tableau 1) ont été identifiées et 22 versions

homologues de celles-ci ont été trouvées chez l’homme. Les MMPs peuvent être de type soluble

ou de type membranaire (MT-MMP). Les MMPs solubles sont secrétées à l’extérieur de la

cellule une fois qu’elles sont exprimées, tandis que les MT-MMPs restent ancrées à la membrane

cellulaire soit par une partie transmembranaire hydrophobe (MMP-14, 15, 16, et 24), ou par une

extrémité carboxylique hydrophobe liée à une molécule de GPI (inositol glycophosphatidique)

qui attache la MMP à la membrane. Chaque MMP a une spécificité de substrat qui peut être

semblable avec celle des autres, dépendant de la séquence primaire de leurs sites catalytiques.
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MMP Nom Courant

MMP-1 Collagénase-1

MMP-2 Gélatinase A

MMP-3 Stromélysine- 1

MMP-7 Matrilysine

MMP-8 Collagénase-2

MMP-9 Gélatinase B

MMP- 10 Stromélysine-2

MMP- Ï 1 Stromélysine-3

MMP- 12 Métalloélastase macrophagique

MMP- 13 Collagénase-3

t MMP-Ï4

MMP-15 MT2MMP*

MMP-16 MT3MMP*

MMP-17 f MT4MMP*

MMP- 18 Collagénase-4 (Xenopus)

MMP-19 RASI-1

MMP-20 Enamélysine

f MMP-21 XMMP (Xenopus)

MMP-22 J CMMP (Poulet)

MMP-23

MMP-24 MT5MMP*

MMP-25 J MT6MMP*

MMP-26 Endométase, Matrilysine-2

MMP-27

MMP-28 Épilysine

Tableau 1. Nomenclature des MMPs. À ce jour, 25 différentes MMPs ont été identifiées, dont
22 versions homologues ont été trouvées chez l’homme. * indique les MMPs de type
membranaire. Toutes les autres sont des MMPs solubles.
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Les MMPs jouent des rôles très variés et importants dans l’angiogenèse tumorale et dans

les phénotypes des cellules cancéreuses et des cellules endothéliales. Dû à la diversité de

substrats envers lesquels les MMPs agissent, et à l’habilité des cellules environnantes à répondre

aux produits relâchés par leurs actions protéolitiques sur les protéines de la MEC, ou en clivant

des précurseurs des molécules contrôlant l’angiogenèse ou des molécules ancrées à la membrane

cellulaire ou même d’autres MMPs, elles peuvent augmenter ou baisser le profil migratoire et

invasif des cellules ou moduler leur prolifération. Par exemple, il y a plusieurs facteurs de

croissance pro-angiogéniques séquestrés dans la MEC qui seront relâchés suite à la dégradation

de cette dernière par les MMPs (12). Ces facteurs pro-angiogéniques vont promouvoir les

diverses étapes du processus de néovascularisation. L’adhérence cellulaire à la MEC peut aussi

être régulée par les MMP. fl a été montré que les MT-MMPs peuvent dégrader la

transglutaminase de type tissulaire (tTG), un co-récepteur à la membrane cellulaire qui se lie aux

intégrines et qui régule l’adhésion et la diffusion des cellules sur la fibronectine (19), une des

protéines structurales composante la MEC. Les MMPs peuvent aussi moduler l’apoptose des

cellules. Par exemple, la MMP-7 libère le FASL, une molécule liée à la membrane cellulaire qui

induit l’apoptose lorsqu’elle active le récepteur FAS à la surface cellulaire (12).

L’expression des MMPs est largement régulée par diverses cytokines et facteurs de

croissance comme les interferons, les interleukines, l’EGF, le b-FGF, le VEGF, le TNF-u, et

autres qui se lient à leurs récepteurs respectifs et initient divers cascades de signalisation

intracellulaire. De plus, elle est hautement contrôlée au niveau de la transcription. Différents

facteurs de transcription, peuvent induire ou bloquer la production de 1’ARNm des divers MMPs.

Par exemple, le facteur de croissance TGF-r3, active les facteurs de transcription c-fos et c-jun

qui forment le complexe de transcription AP-1, qui à son tour induit la transcription de la MMP

13 et inhibe celle des MMPs-1 et 3. Pour la plupart des MMPs, la transcription semble être

rigoureusement et spécifiquement régulée, sauf dans le cas de la MMP-2, dont la transcription

semble être constitutivement active. L’expression de la MT1-MMP est dépendante de l’EGR-l

(20), un facteur de transcription qui est activé par des hormones tel l’insuline (21), des facteurs

de croissance comme le SDF-1 (Stromal ceÏl-derived factor-1) (22) un facteur chimiotactique des

cellules progéniteurs hématopoïétiques et à des stress cellulaires comme l’hypoxie (9) et

l’irradiation (23).
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La plupart des MMPs solubles sont secrétées une fois l’expression protéique terminée.

Cependant la sécrétion de certaines de ces MMPs est contrôlée. Par exemple, les MMP-8 et 9

sont synthétisées par des granulocytes et sauvegardées dans des granules spécifiques jusqu’à ce

qu’une stimulation de ces cellules par des facteurs inflammatoires les libère par exocytose. De la

même manière que pour d’autres, les MMPs sont secrétées en forme de proenzymes inactives, II

y a un groupement thiol d’une cystéine localisée près de l’extremité C-terminale de la protéine

qui se lie de façon non covalente à un cation divalent de zinc, la rupture de cette interaction

ionique par clivage du pro domaine auquel il est attaché, active l’enzyme. La plupart des MMPs

sont activées à l’extérieur de la cellule, sauf pour la MMP-1 1, la MMP-28, et les MT-MMPs, qui

possèdent un domaine de reconnaissance enzymatique “furin-like” qui pennet leur activation à

l’intérieur de la cellule (Fig 1.5).
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A) Les MMPs aux domaines minimales (MMP-7/Matrylisine, MMP26/endométase)

B) Les MMPs possédant seulement une domaine hémopexine (MMP-1/Collagénase-1, MMP
8/Collagénase-2, MMP-1 3!Collagénase-3, MM P-1 8/Collagénase-4, MM P-3/Stromélysine-1, MM P-
1 O/Stromélysine-2, MMP-27, MMP-1 2/Métalloélastase, MMP-1 9/RASI-1, MMP-20/Enamélysine, MMP
22/CMMP)

______

H

C) Les MMPs qui dégradent la gélatine (MMP-2/gélatinase-A, MMP-9/gélatinase-B)

— H

D) Les MMPs sécrétables possédant une domaine de reconnaissance enzymatique “turin-like” RXKIRR
(MMP-1 1/Stromélysine-3, MMP-28/Epilysine)

[f
zr

E) Les MMPs transmembranaires (MMP-14/MT1-MMP, MMP-15/MT2-MMP, MMP-16/MT3-MMP, MMP
24/MT5-MM P)

F) Les MMPs liés au GPI (MMP-17/MT4-MMP, MMP-25/MT6-MMP)

:l

____ _____________

G) Les MMPs possédant une domaine « Vitronectin-like » (MMP-21/XMMP)

H) Les MMPs possédant une domaine ressemblant au récepteur IL-1 riche en Cystéine/Proline (MMP-23)

ZZD

Fig 1.5. Structures générales des métalloprotéinases de la MEC.
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À l’exception des MMP-7, -23 et -26, tous les MMPs ont un domaine

«hemopexin/vitronectin-like» dont la structure est formée de 4 sous domaines répétitifs et un

pont de disulfure liant les sous domaines 1 et 4, et qui régule la liaison des MMPs aux inhibiteurs

TIMP des MMPs et de certains substrats. Au début, l’activation extracellulaire des MMPs

implique des sérine protéinases, qui clivent les pro-domaines des MMPs à des sites spécifiques.

Une fois activés, les MMPs peuvent aussi participer à l’activation des autres MMPs L’activation

de la proMMP-2 par exemple, implique la MT1MMP et la TJMP-2. Le rôle dominant de TflvIP-2

in vivo est paradoxalement l’activation de la proMMP-2; son extrémité carboxylique est

impliquée dans le recrutement de la MMP-2 à la membrane cellulaire, où la MT1-MMP l’active

en clivant son pré-domaine, suite à cela, une partie résiduelle du pro-domaine doit être enlevée

de la proMMP-2 par une molécule de MMP-2 recrutée à la membrane, pour qu’elle soit

complètement active. Le processus d’activation de la MMP-2 est décrit en détail ci-dessous (Fig

1.6).
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F
Complexe

TIMP/MMP2

Fig 1.6 Activation de la proMMP-2. La MT1-MMP participe à l’activation de la proMMP-2.
La TIMP-2 se lie et inhibe la MTÏ-MMP pour former un complexe MTÏ-MMPTFIMP-2 (A). Ce
complexe recrute la proMMP-2 pour former un complexe MTÏ-MMP/TflVIP-2/proMMP-2 à la
surface membranaire (B). Une autre MT1-MMP active avoisinante clive le pré-domaine de la
MMP-2 et l’active partiellement (C). Le pro-domaine de la proMMP-2 mi-activée est clivée par
une autre molécule de MMP-2 active recrutée à la membrane par un autre récepteur (D). La
proMMP-2 est ainsi activée et relâchée dans l’espace extracellulaire (E). Des TIIVIPs dans
l’espace extracellulaire peuvent se lier et ainsi inhiber la MMP-2 (F)

MMP2 MMP2 liée

. MMP2
activée
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1.2.3.2 Les inhibiteurs des MMPs de type tissulaires

La famille des inhibiteurs des MMPs de type tissulaires (TIMP), comporte au moins 4

protéines de 20-29 KDa qui se lient et inhibent l’activité des MMPs réversiblement. Elles sont

respectivement TIMP- 1, TIMP-2, TIMP-3 et TIMP-4 et se caractérisent pour avoir une structure

génique conservée. Des études effectuées sur TIMP-1 et TIMP-2 démontrent que la partie N-

terminale de ces protéines interagit avec le site catalytique des MMPs pour les inhiber (24).

Les différentes TIMPs ont aussi des spécificités différentes. Ainsi, TIMP-2 et TIMP-3

inhibent MTÏ-MMP mais pas TIMP-l. De plus, TIMP-3 semble être plus puissant comme

inhibiteur de MMP-9 que les autres TE\4Ps. Les TIMPs exercent leur influence de façon locale

dans les tissus, tandis que le Œ2-macroglubulin, une protéine plasmatique abondante, inhibe les

MMPs de façon plus répandue dans les fluides corporelles (25). En plus de l’inhibition des

MMPs, les TIMPs peuvent aussi participer dans l’activation des MMPs comme dans le cas de la

TEVIP-2 et son rôle à l’activation de la MMP-2 avec la MT1-MMP comme décrit plus haut.
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1.3 La tubulogenèse

1.3.1 La MMP de type membranaire 1 (MT1-MMP)

La MMP de type membranaire 1, un membre parmi les 6 MT-MMP est structurellement

composée des domaines pré et pro qui gardent l’enzyme dans un état latent jusqu’au moment de

son activation, d’un domaine catalytique complexé avec un ion de zinc pour la dégradation des

protéines de la MEC et l’activation des autres MMPs, d’un motif «Furin-like» nécessaire pour

son activation intracellulaire, et d’un domaine «hemopexin/vitronectin-like» qui régule la

liaison des MMPs aux inhibiteurs TIMP tel que mentionné ci dessus. L’expression génique de la

MT1-MMP est régulée par le facteur de transcription EGR-1. MT1-MMP est impliquée dans

l’activation de la proMMP-2, un processus qui implique aussi le recrutement de la TIMP-2 et la

formation du complexe MT1-MMP / TIMP-2 / proMMP-2 (12) (Fig 1.6). Malgré cela, des

études suggèrent que la MTÏ-MMP plutôt que la MMP-2 est indispensable à l’angiogenèse.

L’inhibition spécifique de la MT1-MMP mais pas celle de la MMP-2 bloque la migration

cellulaire (26, 27) et la tubulogenèse des cellules endothéliales in vitro (27, 28). In vivo, le

knock-out génique de la MT1-MMP chez la souris cause des défauts sévères dans le

développement de l’angiogenèse, qui sont létales 3 semaines après la naissance (29); tandis que

le knock-out de la MMP-2 ne semble pas altérer la néovascularisation physiologique, mais

bloque Ï’ angiogenèse tumorale (30).

1.3.2 La cavéoline-1

Les cavéoles sont des petites formations de la membrane cellulaire initialement

découvertes dans les cellules endothéliales, et plus tard dans plusieurs autres types cellulaires.

Elles sont les médiatrices du trafic intracellulaire et on peut donc présumer qu’elles jouent des

rôles importants dans plusieurs activités métaboliques. La composante principale au niveau

structural et fonctionnel de la cavéole est une protéine intégrale de 22 KDa connue sous le nom

de cavéoline (31).

Chez les mammifères, cette protéine existe en au moins 3 différentes isoformes:

cavéoline-1, cavéoline-2, cavéoline-3. On trouve les cavéolines-1 et 2 dans les cellules

endothéliales, tandis que la cavéoline-3 est présente dans les myocytes (32, 33). De toutes ces
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isoformes, la cavéoline-l est la mieux étudiée en relation à l’angiogenèse. D’abord, il a été

démontré que le récepteur VEGFR-2 (34), et la MT1-MMP (35), deux molécules impliquées

dans l’angiogenèse, co-localisent avec la cavéoline-1. De plus, il a été démontré aussi que

l’inhibition de l’expression de la cavéoline-1 bloque la formation des structures capillaires,

tandis que sa surexpression augmente la formation de ces mêmes structures capillaires dans les

cellules endothéliales (36, 37). Ces observations démontrent que la cavéoline-Ï joue un rôle

important dans l’angiogenèse.

1.3.3 Les intégrines

Pour le bon déroulement de l’angiogenèse, il est nécessaire que l’interaction des cellules

endothéliales avec la MEC soit bien régulée. Cette interaction implique les MMPs déjà

mentionnées, et des récepteurs cellulaires pouvant se lier aux protéines de la MEC: les intégrines.

Ces récepteurs sont présents dans toutes les cellules adhésives des organismes multicellulaires,

ils reconnaissent et réagissent avec les composants de la matrice extracellulaire. fis peuvent

former au moins 24 complexes hetérodimériques, avec 1$ sous-unités a et 8 sous-unités f3

caractérisées jusqu’à maintenant, chez les mammifères (38). Les interactions entre les diverses

intégrines et la MEC sont spécifiques, et activent diverses voies de signalisation intracellulaire

nécessaires pour la survie, la prolifération et la migration des cellules (39). Dans les cellules

endothéliales, les intégrines peuvent interagir indirectement avec des MMPs et des facteurs pro-

et anti-angiogéniques pour le bon contrôle de l’angiogenèse. Plusieurs combinaisons des

intégrines sont trouvées dans les cellules endothéliales; on peut avoir ainsi, les intégrines Œlf31,

Œ2f31, Œ3f31, a4f31, Œ5f31, Œ6f34, ŒVf31, aVf33, aVf35, a1f36. En particulier, le rôle de l’intégrine

aVf33 a été le mieux étudié en rapport à l’angiogenèse. Cette intégrine est responsable de

l’adhésion des cellules à des protéines de la matrice comme la vitronectine, la fibronectine, le

facteur von Willebrand, et l’ostéopontine (40). Son expression est augmentée pendant

l’angiogenèse physiologique ou tumorale, probablement par la présence des facteurs

angiogéniques tels le VEGF et le b-FGF. Des études ont rapporté que cette intégrine interagit

avec la MMP-2 pour cibler ses activités protéolytiques aux sites de bourgeonnement pendant

l’angiogenèse (41), et qu’elle se lie et régule la signalisation du VEGFR-2 (42). De plus, des

substances «off-switches », comme l’angiostatine, l’endostatine, la thrombospondine et autres



exercent leurs actions inhibitrices en se liant à l’intégrine aVJ33, bloquant ainsi l’interaction des

cellules endothéliales avec la matrice extracellulaire.

E,
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1.4 Les cellules endothéliales humaines de la veine ombilicale

comme modèle expérimentale

L’ensemble des vaisseaux sanguins est le plus grand organe du corps humain. Les

cellules endothéliales, ainsi que les cellules musculaires lisses recouvrent les artères, les veines,

les artérioles, les veinules, et les vaisseaux capillaires sanguins. Ce sont des cellules plates dont

le noyau est plus visible que le cytoplasme, ancrées aux surfaces basales des lumières. Elles

participent dans plusieurs phénomènes physiologiques dans le corps humain, comme la

régulation de la pression artérielle, la coagulation du sang, les réponses inflammatoires, et

l’angiogenèse. Leurs caractéristiques et fonctions dépendent largement de leur localisation et de

la taille du vaisseau sanguin dont elles font partie (43).

Par exemple, les cellules endothéliales microvasculaires du cerveau font partie de la

barrière hémato-encéphalique, un filtre biologique qui permet la libre diffusion du glucose, de

l’oxygène et de l’eau, mais pas de la plupart des drogues ou des protéines. Les cellules

endothéliales des artères jouent un rôle important dans le contrôle de la pression artérielle, en

relâchant des molécules vasodilatatrices comme le NO ou des molécules vasoconstrictrices

comme l’ET-l, qui agissent sur les muscles lisses vasculaires. Ces mêmes cellules jouent

également un rôle important dans le contrôle de la coagulation sanguine, mais dans des

conditions normales, elles laissent couler le sang de façon fluide dans les vaisseaux sanguins.

Elles jouent un rôle important dans les réponses inflammatoires en accrochant et laissant migrer

des neutrophiles par exemple lorsqu’il y a une lésion des tissus; elles participent aussi au

processus de néovascularisation suite à des stimuli angiogéniques comme mentionné ci-dessus.

Étant donnée leur implication dans plusieurs processus phisiologiques. L’endothelium

fait l’objet de plusieurs recherches au niveau biochimique, physiologique et pharmacologique.

Les types de cellules endothéliales sont morphologiquement et fonctionellement différents, les

uns des autres, donc dépendenment du sujet de recherche, il faut choisir la bonne lignée

cellulaire à ce propos. Le but de cette étude était d’évaluer les effets de l’irradiation ionisante sur

l’angiogenèse, le modèle de cellule endothéliale visé devait donc:
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• Posséder des caractéristiques physiologiques des cellules endothéliales matures.

• Être capable d’interagir avec des cellules cancéreuses.

• Être capable de performer des fonctions cellulaires en rapport avec l’angiogenèse

in vitro. Ceux-ci incluent la migration cellulaire et la formation des tubes

capillaires sur Matrigel.

• Posséder une durée de vie et un taux de prolifération acceptable.

• Être assez abordable et accessible.

Plusieurs lignées de cellules endothéliales sont disponibles sur le marché, dont les BAEC,

les RBE-4, les HMEC-l, les HMVEC et les HUVEC.

Les BAEC sont des cellules endothéliales provenant de l’aorte bovin. Ces cellules ont

une durée de vie élevée dans laquelle leurs caractéristiques fonctionnelles et morphologiques ne

sont pas altérées (10 passages). De plus, elles sont facilement accessibles, et plus abordables que

des cellules humaines. Cependant, elles ne forment pas des structures capillaires sur le Matrigel,

et donc ne sont pas utiles pour cette étude.

Les RBE-4 sont des cellules de l’endothélium composant la barrière hémato

encéphalique de rat. Elles forment des structures capillaires sur le Matrigel, sont abordables, et

ont un taux de prolifération assez élevé. Des observations récentes (dans notre groupe) sur leurs

caractéristiques suggèrent que les cellules endothéliales de la barrière hérnato-encéphalique

pourraient être fonctionnellement très différentes des autres lignées primaires de cellules

endothéliales. Donc ces cellules n’ont pas été utilisées dans cette étude non plus.

Les HMVEC sont des lignées primaires de cellules endothéliales microvasculaires

humaines souvent isolées des poumons et de la peau humaine. Elles forment des structures sur

Matrigel, mais elles n’interagissent pas avec les cellules cancéreuses (44). De plus, leur taux de

prolifération est bas et elles sont anormalement sensibles à l’irradiation (nos observations) et

donc ne sont pas pratiques pour cette étude.
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Les lignées primaires des cellules endothéliales (donc directement isolées des tissus

d’individus sains) ont une durée de vie moyenne de 5 à 10 passages. De plus, elles perdent des

caractéristiques fonctionnelles après le passage 7 (45). Et donc ne peuvent pas être utilisées pour

des expériences in vitro à long terme. Pour cette raison, des lignées des cellules endothéliales

immortalisées comme les HMEC-1 ont été crées. Les HMEC-l sont des cellules endothéliales

humaines immortalisées par transféction avec le virus carcinogénique SV4O portant l’antigène T

(46). Elles ont des caractéristiques de cellules endothéliales primaires, sont capables de former

des structures capillaires, et donc sont souvent utilisées comme modèle cellulaire pour des études

sur l’angiogenèse. De plus, il a été démontré qu’elles interagissent avec des cellules cancéreuses

(47). Cependant, l’immortalité est un aspect qui rend ces cellules, si non cancéreuses, non

physiologiques non plus. Si l’irradiation causait normalement la mort des lignées primaires de

cellules endothéliales, ou des altérations sur leur prolifération, son effet ne serait pas observable.

Pour cette raison, même si les HMEC- 1 pourraient être des bons candidats pour notre étude, elles

n’ont pas été utilisées dans cette étude

Les HUVEC sont une lignée primaire de cellules endothéliales dérivées de la veine

ombilicale humaine. La corde ombilicale humaine étant très abondante pour la récolte des

cellules endothéliales, les HUVEC sont assez abordables et très accessibles; cela explique en

partie le fait qu’elles soient utilisées couramment dans les recherches biomédicales concernant

l’endothélium. Comme mentionné ci haut, elles ont une durée de vie de jusqu’à 10 passages et

perdent des caractéristiques fonctionnelles après le passage 7 (45). Ces cellules ont un taux de

prolifération moyen. Des études ont établi même qu’elles interagissent avec des cellules

cancéreuses du colon (48), des cellules cancéreuses de la tête et du cou (49), et des mélanomes

(50, 51). De plus elles sont des cellules primaires possédant des caractéristiques physiologiques

des cellules endothéliales matures, et forment des structures capillaires sur le Matrigel. Tous ces

qualités font des HUVEC un bon modèle cellulaire pour notre étude.
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1.5 Les cellules souches mésenchymateuses (MSC)

Les cellules souches ont fait un des sujets de recherches biomédicales les plus importants

du xx1e siècle. Le corps humain perd des tissus au cours de sa vie, soit par maladie, accident,

âge ou autres causes naturelles; la chance de trouver des organes pour les remplacer étant maigre,

les cellules souches ont prouvé être une alternative médicale efficace pour la restauration des

tissus, pouvant produire des tissus et divers organes corporels (NIE-I; Stem Ceils: A Primer;

http://stemcells.nih.gov/infoCenter/stemCellBasics.asp). Les cellules souches sont utilisées dans

le cadre de thérapies cellulaires visant à corriger des pathologies comme les maladies

d’Alzheimer et de Parkinson, le diabète, l’arthrite rhumatoïde, les maladies du coeur, et même

pour réparer les dommages de la moelle épinière.

Les cellules souches sont non différenciées, et ont une grande capacité de division, donc

de régénération prolongée, et de produire plusieurs autres lignées de cellules différentes. Elles

ont comnie fonction de remplacer des cellules tissulaires endommagées ou mortes, par

différenciation à des lignées cellulaires spécifiques. Par exemple, les globules rouges, les

globules blancs, et les plaquettes du sang, ont une durée de vie courte, alors il y a

continuellement un renouvellement sans fin de ces cellules par la mitose (processus de

reproduction par division cellulaire) et la différenciation de ces cellules souches

hématopoïétiques en des globules et des plaquettes ((NIE-I; Stem Cells: A Primer;

http://stemcells.nih.gov/infoCenter/stemCellBasics . asp).

Les cellules souches ne sont pas différenciées, mais elles peuvent être destinées à des

programmes d’évolution spécifiques. Dans ce contexte, on peut avoir des cellules souches:

• Unipotentes: qui peuvent se différencier en une seule lignée cellulaire.

• Multipotentes : qui peuvent se différencier en quelques lignées cellulaires.

• Pluripotentes : qui peuvent se différencier en plusieurs lignées cellulaires.

C
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• Totipotentes : qui peuvent se différencier en toutes les lignées cellulaires de tous

les tissus de l’organisme et même reproduire l’embryon de l’organisme au

complet.

Myoblistes squelettiques

Fig 1.7. Différenciation des MSC en divers lignées mésenchymateuses. Les Cellules
Stromales Moelleuses (MSC) sont capables de se différencier en des lignées cellulaires
mésenchymateuses, c’est pourquoi elles sont aussi connues comme des Cellules Souches
Mésenchymateuses.

Cinq types principaux de cellules souches ont été caractérisés:

• Les cellules souches embryonnaires, proviennent du blastocoele de l’embryon et

ont le potentiel de se différencier en toutes les lignées cellulaires du corps. C’est

le type de cellules souches le moins prédestinées.

• Les cellules souches épithéliales sont dérivées de la couche mésodermique de

l’embryon. Elles donnent naissance à l’épithélium intestinal et épidermique, et

l’endothélium qui couvre les vaisseaux sanguins entre autres.

• Les cellules souches neuronales sont localisées dans le cerveau, et sont les

précurseurs des neurones, des cellules gliales, des astrocytes, et des

oligodendrocytes.

Ténocytes

Chondroblastes

Adipocytes

O stéoblastes

Fibroblastes

Cardiomyocytes

Cellules endothéliales
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• Les cellules souches hématopoïétiques résident dans la moelle osseuse, et comme

mentionné ci-dessus, produisent les globules rouges, les différents globules blancs

(ie: granulocytes, monocytes, et lymphocytes), et les plaquettes du sang.

• Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) résident aussi dans la moelle

osseuse, elles sont capables de se différencier en des myobÏastes squelettiques,

des adipocytes, des ténocytes, des chondroblastes, des ostéoblastes, des

fibroblastes, et des cardiomyocytes (Fig 1.7).

Les MSCs sont connues sous le nom de cellules formant des colonies fibroblastiques, et

aussi comme cellules stromales moelleuses, due à leur localisation dans le stroma moelleux.

Contrairement aux cellules souches hématopoïétiques avec lesquelles elles sont co-localisées

dans la moelle osseuse, ces cellules ont tendance à adhérer aux surfaces des plastiques des

contenant de culture. Les MSC sont des populations morphologiquement, phénotypiquement, et

fonctionnellement hétérogènes. Récemment, une étude a rapporté qu’elles auraient aussi le

potentiel de se différencier en des cellules endothéliales mésodermiques (52) et des cellules

endothéliales CD31 positives (53). Cela est étonnant car les MSC n’expriment pas des marqueurs

hématopoïétiques ou endothéliales comme CDÏ1, CD14, CD31, CD34, ou CD45 lorsqu’elles ne

sont pas différenciées (54). De plus, plusieurs autres études suggèrent la possibilité d’implication

des MSC dans l’angiogenèse tumorale. Notamment, une étude in vivo démontre que les cellules

progénitrices multipotentes d’adulte (MAPCs), des analogues des MSC, sont capables de se

différentier en des cellules endothéliales capables de contribuer à l’angiogenèse tumorale (55).

De plus, d’autres études rapportent qu’elles interagissent sélectivement avec les cellules

épithéliales tumorales (56), et que les MSC sont impliquées dans la croissance et la survie des

myelomes plasmatiques. Rien n’est connu par contre sur le profil migratoire ou prolifératif, ou

l’habilité tubulogénique des MSC.

.
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1.6 L’apoptose

Le mot apoptose a été mentionné pour la première fois comme terminologie scientifique

dans un article par Kerr, Wyllie et Currie en 1972 pour décrire un processus de mort cellulaire

physiologique programmée (57). On dit qu’elle est programmée car il y a des signaux génétiques

dans chaque cas qui initient une cascade d’événements qui éteignent sa vie. Elle est impliquée

dans plusieurs processus physiologiques normaux comme l’élimination de la membrane interne

de l’utérus lors de la menstruation chez la femme, ou la mort quotidienne des vieux neutrophiles

dans la circulation sanguine des mammifères, un processus constant pour assurer toujours la

présence des neutrophiles jeunes et fonctionnels pour le bon fonctionnement et l’efficacité du

système immunitaire (5$).

La nécrose, ou mort cellulaire non programmée, est causée par des dommages sévères à

une cellule, et qui se déroule de façon non ordonnée pour éventuellement désintégrer

complètement les organelles de la cellule. Contraiement à la nécrose, l’apoptose se déroule de

façon ordonnée. Elle implique la condensation et la fragmentation de la chromatine, la dilatation

du réticulum endoplasmique rugueux, et la division de la cellule en des capsules contenant les

divers organelles comme la mitochondrie intacte morphologiquement, et exprimant des signaux

phagocytaires induisant ainsi l’endocytose par les macrophages. Ceci a des implications

physiologiques importantes car c’est la raison pour laquelle l’apoptose ne laisse aucune trace de

la cellule originale et n’induit donc pas de réponses inflammatoires. La nécrose par contre libère

des débris de cellule originale, causant des inflammations (Fig 1.$).

L’apoptose peut être induite dans les cellules par plusieurs stimuli comme des toxines,

des hormones, des facteurs de croissance, et l’irradiation entre autres; les cellules ne répondent

pas toutes aux mêmes stimuli apoptotiques. L’apoptose serait induit par des stimuli causant des

dommages dans l’ADN des cellules. Ceci activerait le facteur de transcription p53, qui est

cruciale à la promotion de l’apoptose (59).
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1.6.1 La caspase-3

Des enzymes appelées caspases jouent un rôle capital dans l’apoptose. Quatorze membres

de cette famille de protéases à cystéine ont été identifiés jusqu’à maintenant, et on peut les

diviser en deux classes: les caspases initiatrices et les caspases effectrices. Elles sont produites

sous forme de zymogènes, et leur activation implique un recrutement des complexes formés dans

la partie intracellulaire par l’intermédiaire des protéines adaptatrices cytosoliques comme APAF

1 et par l’oligomérisation des récepteurs membranaires comme les récepteurs du TNF, et les

récepteurs FAS. Ce recrutement mène à une dimérisation des caspases et à une activation

subséquente, suivie par un autoclivage pour donner la forme mature des caspases. Ces dernières

peuvent ensuite cliver d’autres caspases pour les activer, et ainsi une cascade d’activation est

initiée et amplifiée.

Le rôle des caspases est surtout exécutif, c’est-à-dire qu’elles vont éteindre les voies

protectrices et activer des molécules qui vont participer à la mort cellulaire. Les caspases ont une

influence très vaste sur les protéines cytosoliques et nucléaires. Les protéines impliquées dans la

régulation du cycle cellulaire et du métabolisme sont des substrats.

La caspase-3 est une caspase effectrice, dont l’activation signale un point de non-retour

dans l’apoptose, c’est la raison pour laquelle son activité est utilisée pour déterminer le degré

d’apoptose. Des études ont décrit que la caspase-3 était nécessaire pour la condensation de la

chromatine et pour la dégradation internucléosomale de l’ADN, une étape typique de l’apoptose

et qu’elle amplifie les activités des caspase-8 et 9, nécessaires pour la rupture de la cellule (56).
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Nécrose
Apoptose

Fig 1.8. Apoptose vs Nécrose. L’apoptose se déroule de façon ordonnée, et ne laisse pas de
débris de la cellule originelle et donc n’induit pas des réponses inflammatoires contrairement à la
nécrose. Les gobelets apoptotiques de la cellule originale sont avalés par des macrophages et des
cellules environnantes.
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1.7 Les approches cliniques contre le cancer

1.7.1 La radiothérapie

La radiothérapie est le mode thérapeutique de choix pour plusieurs types de cancers. Le

principe est que le traitement à l’irradiation dirigé contre les tumeurs endommagerait gravement

le matériel génétique des cellules cancéreuses au point que la réparation de l’ADN devienne

impossible, et que la mort cellulaire en résulte (60). Dans certains cas, ce traitement est souvent

une meilleure alternative que la chimiothérapie. Par exemple, dans le cas des glioblastomes, les

cellules saines sont beaucoup plus sensibles aux agents utilisés pour la chimiothérapie que les

cellules cancéreuses. La radiothérapie devient donc une meilleure alternative car elle permet de

cibler les tumeurs plus précisément, même si ces dernières sont plus radiorésistantes. La

radiothérapie peut prolonger l’espérance de vie de 6 à $ mois des patients atteints de cancer (61).

Cependant, cette technique entraîne des effets secondaires importants malgré l’efficacité. La

détérioration de l’ADN des cellules saines environnantes causerait:

• Des morts cellulaires qui seraient à la base des hémorragies

• Le changement des cellules saines en cellules cancéreuses qui, en partie, seraient

la cause des tumeurs secondaires.

L’apparition de tumeurs secondaires malgré la possible éradication d’une première

tumeur peut aussi être expliquée d’une autre façon. Des études effectuées sur des lignés de

cellules tumorales primaires radio et chimio résistantes comme les glioblastomes (62, 63), les

cellules cancéreuses pancréatiques (64) et les cellules cancéreuses de poumons de type Lewis

Lung Carcinoma (LLC) (65), ont démontré que même si l’irradiation atténue partiellement la

prolifération cellulaire de ces cellules, elle active aussi le profil invasif de ces cellules même à de

faibles doses. Ces observations ont étés corrélées à des expressions plus élevées des intégrines

Œvf33 (62), de la MMP-2, et de la MT1-MMP. Sur d’autres tumeurs malignes comme les

médulloblastomes par contre, l’irradiation pourrait s’avérer utile, car elle réduit significativement

la survie cellulaire, et le profil invasif des cellules cancéreuses de médulloblastome(63).
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La plupart des efforts ont été mis sur l’effet de l’irradiation sur des cellules cancéreuses.
Cette technique a par contre été très peu étudiée sur les cellules endothéliales. Un changement de
direction vers l’angiogenèse pourrait s’avérer utile pour prévenir d’autres dangers associés à la
radiothérapie et même développer des thérapies plus efficaces contre les cancers les plus
agressifs. II a été démontré que l’irradiation à 15 Gy (Grey, une unité pour mesurer la puissance
de l’irradiation) tue les cellules endothéliales normales. De plus, l’irradiation diminue le volume
des tumeurs implantées chez des souris normales, mais pas dans des souris dont les cellules
endothéliales sont immortalisées par knock-out de la Sphingomyélinase et Bax (deux protéines
nécessaire pour l’initiation de l’apoptose). De plus, même sans irradiation, les tumeurs
implantées grandissent plus vite chez les souris exprimant les cellules endothéliales n’exprimant
ni la Sphingornyélinase ni Bax. Cela démontre que la survie des tumeurs dépend surtout de la
présence des cellules endothéliales, même après traitement à l’irradiation (66).

1.7.2 Les traitements anti-angiogéniques

Le traitement des cancers à l’aide des agents anti-angiogéniques est une idée récente qui
semble attirer de plus en plus d’intérêt. Ce type de thérapie vise spécifiquement les cellules
endothéliales et donc l’angiogènese tumorale plutôt que les cellules cancéreuses. L’avantage est
qu’elle empêcherait significativement le développement de la résistance aux drogues par les
tumeurs (67), et qu’elle pourrait induire un effet anti-tumoral tout en gardant les effets
cytotoxiques à de faibles niveaux (68, 69). Les drogues anti-angiogéniques ciblent les protéines
impliquées soit dans la prolifération, soit la migration, soit la tubulogenèse, ou d’autres étapes
nécessaires au développement de l’angiogenèse. Elles peuvent être des molécules synthétiques

ou des composés d’origine naturelle.

Parmi les molécules synthétiques, il y a les antibiotiques et certains analogues de peptides
qui réguleraient les activités des MMPs. La tétracycline, et ses analogues serni synthétiques la
doxycycline et la minocycline, inhibent les MMPs 1, 2 et 12 (69) et ont été utilisées pour traiter
l’arthrite rhumatoïde (70), qui est liée à une angiogenèse excessive. Parmi les analogues de
peptides, on trouve les phosphonamidates (71) et les hydroxamates (72) qui sont des analogues
du collagène, une protéine de la matrice extracellulaire. De ces analogues de peptides, les
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hydroxamates ont été rapportés comme les plus puissants dans l’inhibition des MMPs in vitro

(73). Des drogues comme le Batimastat, l’Uomastat, et le Marimastat sont des exemples des

hydroxamates. Ces molécules qui ont une structure ressemblant au collagène, séquestrent l’ion

divalent de Zinc nécessaire pour l’activité des MMPs.

Divers composés naturels ont été aussi étudiés pour leurs propriétés anti-angiogéniques.

Deux exemples en particulier sont d’un grand intérêt dû à leurs effets puissants :le Néovastat et

les catéchines du thé vert.

Le Néovastat (k-941) est un produit naturel extrait du cartilage de requin. C’est un agent

anti-angiogénique ayant plusieurs mécanismes d’action qui est actuellement en essai clinique

phase 3 pour le cancer du rein, et un type de cancer du poumon (74). Cet extrait a été démontré

comme étant capable de:

• Bloquer les MMPs 2, 9 et 12 (75-77).

• Inhiber sélectivement la liaison de VEGF au récepteur VEGFR-2 (78-81).

• Activer spécifiquement dans les cellules endothéliales les caspases (82).

• Stimuler le tPA (tissue type plasminogen activator), une protéase qui produit

l’angiostatine en clivant le plasminogène (83).

Les catéchines du thé vert ont aussi attiré beaucoup d’intérêt très récemment. Une des

preuves possibles du potentiel anti-cancéreux du thé vert le plus significatif serait la grande

différence entre l’incidence de cancer des orientaux, qui en boivent régulièrement et des

occidentaux, qui en boivent moins ($4). En effet, des études ont démontré des effets protecteurs

du thé vert contre le cancer de l’estomac (85), du sein (86), de la vessie ($7) et de la peau (88).
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Fig 1.9. Structures chimiques des catéchines du thé vert. Les structures des différentes
catéchines trouvées dans le thé vert, sont basées sur une structure générale 3-flavanol et d’une
molécule de gallate liée à l’oxygène du C3 de la molécules (*).

Les catéchines sont synthétisées dans les feuilles de thé vert à partir de la malonate, la

shikimate, et de leurs métabolites. On peut distinguer plusieurs types de catéchines comme: le t
)-épigallocathéchine (EGC), et le (-)-épicathéchine (EC). Les structures de chacune de ces

molécules sont basées sur un squelette de 3-flavanol, une molécule de 15 atomes de carbone,
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caracterisé par deux parties phénoliques et connectés par 3 sous-unités de carbone. Ces

catéchines peuvent aussi avoir un groupe de gallate attaché à l’oxygène de la sous-unité du 3me

carbone, et on obtiendrait le (-)-épigallocathéchine-3-O-gallate (EGCg), et le (-)-épicathéchine

3-0-gallate (ECG) respectivement. Ces molécules exercent leurs propriétés anti-cancéreuses de

plusieurs façons (89) (Fig 1.9).

Les espèces réactives d’oxygène (ROS), des molécules à radicaux libres produites par les

diverses activités métaboliques du corps, ont un potentiel carcinogénique. Aussi, les divers

stimuli extracellulaires peuvent induire des voies de signalisations intracellulaires qui causeraient

le cancer dans des cellules normales. Des facteurs de croissance peuvent se lier à des récepteurs

tyrosine kinases (RTKs) et activer des voies de signalisation impliquant les MAP Kinases

(MAPKs), et le complexe de transcription AP- I, deux des protéines qui sont impliquées dans

plusieurs fonctions du cycle cellulaire, et qui sont connues pour leur capacité d’induire la

néoplasie, la métastase et l’angiogènese (90).

Les catéchines sont des anti-oxydants très puissants, et donc neutralisent les ROS

efficacement (86), de plus ils peuvent agir sur les voies de signalisation intracellulaires pour

ralentir la carcinogenèse, soit en inhibant l’activité des RTK ou en ciblant des effecteurs

moléculaires en aval. En particulier, l’EGCg a été démontré comme étant capable d’inhiber

l’activation du VEGFR-2 (91), et elle est aussi connue pour son interférence avec les voies

impliquant le complexe AP-1 (92, 93, 94).

Les MMPs sont aussi susceptibles d’être inhibées par les catéchines. En particulier, des

études ont montré que les MMPs 2, 9 et 12 sont inhibées par les catéchines du thé vert (95). La

MT1-MMP, qui attire de plus en plus l’attention sur son importance dans l’invasion cellulaire et

la morphogenèse, est également susceptible d’êti-e inhibée par les catéchines du thé vert. En

particulier, l’EGCg bloque l’expression et l’activité catalytique de la MT1-MMP (96, 35), et

donc la migration dans les cellules U87 et dans les cellules COS-7 exprimant la MT1-MMP (26).
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1.7.3 Les traitements en synergie

La radiothérapie, la chimiothérapie et les traitements anti-angiogéniques ont chacun un

taux d’efficacité limité qui dépend de plusieurs facteurs, incluant les doses appliquées, le mode

de traitement, la nature de la pathologie en question, les particularités des patients, et autres. fl

est possible que les traitements coopératifs entre ces différentes approches thérapeutiques

puissent avoir des effets additifs et même synergiques, ce qui a mené plusieurs groupes à faire

des études de ce genre pour le cancer. Le temozolomide (TMZ) est un agent d’alkylation qui a

été récemment approuvé pour le traitement des gliomes malins récurrents; il a été démontré que

le traitement au TMZ des Glioblatomes U87, et LN-229 inhibe leurs profils invasifs de base et

activés par l’irradiation ainsi que l’expression des MMPs et des intégrines augmentées par

l’irradiation (63). Le CGS27023A, un inhibiteur des MMPs supprime l’invasion des cellules

cancéreuses pancréatiques Panc-l de base, et activé par l’irradiation (64). Le taxol, connu aussi

sous le nom de paclitaxel est un agent chimiothérapeutique utilisé pour le traitement du cancer

d’ovaire, des seins, et des poumons, dont les propriétés radiosensibilisatrices commencent à être

étudiées (97). D’autres études ont aussi été faites avec des inhibiteurs naturels de l’angiogènese

comme l’angiostatine. Clairement, cette molécule agit spécifiquement sur les cellules

endothéliales, car des traitements à l’angiostatine agissent sur la survie des lignées de cellules

endothéliales comme les HAEC, les HUVEC, et les HMEC-l, mais pas celle des lignées des

cellules tumorales comme les gliomes C6 et D54, le carcinomes des poumons LLC, les

carcinomes de larynx SQ2OB et de la prostate PC-3 in vitro. D’autant plus que, l’angiostatine

agit en synergie et de façon additive avec l’irradiation seulement sur la survie des cellules

endothéliales, mais pas sur les cellules cancéreuses in vitro. (98, 99). Le fait que le traitement

combiné d’irradiation avec l’angiostatine fait régresser le volume des tumeurs de gliomes

implantés (96) sur les souris plus significativement que chacun des traitements seuls, indique que

ce genre de co-traitements pourrait être plus efficace que les traitements conventionnels pour le

cancer.

39



Chapitre 2

OBJECTIFS

40



L’objectif de cette étude est d’examiner l’influence de l’hypoxie sur le profil migratoire

et tubulogénique des MSC, et de définir les partenaires moléculaires régulant la contribution des

MSC à l’angiogenèse. Ensuite, nous voulons étudier les effets de l’irradiation sur les cellules

endothéliales in vitro, tant au niveau cellulaire que moléculaire. On envisage aussi d’évaluer

l’efficacité des co-traiternents aux agents anti-angiogéniques et à l’irradiation ciblant

1’ angiogenèse tumorale.
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3.] Anticorps et produits chimiques Les matériels suivants sont acquis des compagnies
mentionnées ci-dessous Les anticorps polycÏonaux de lapin anti-TIMP2 (AB8O1), anti- MTY
MMP [hingeJ (AB815) et anti-MT1-MMP [domaine catalytique] (AB8 102), l’anticorps
monoclonal de souris anti-MMP2, et le kit d’immunobuvardage (Western Blot) optimisé pour la
chimioluminescence proviennent de Cliemicon International (Temecula, Californie). L’ anticorps
polyclonal de lapin anti-VEGF (SC507) provient de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cmz,
Califomie). L’anticorps monoclonal de souris anti-Cav 1 (Cat#37120) a été acheté de BD
Pharmingen (Mississauga, Ontario). L’anticorps monoclonal de souris antï-tTG est de Medicorp
(Montréal, Québec). Les anticorps d’âne conjugués à la péroxidase de radis, anti-souris et anti-
lapin IgG ont été fournis par Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, Pennsylvanie).
Les membranes polyvinyliques sont de Boerhinger Mannheim. Le kit de dosage des protéines
BCA est de Pierce. Tous les produits pour l’électrophorèse et la zymographie sont de Bio-Rad.
Le réactif de TRIZOL, la trypsine, l’héparine, la pénicilline et la streptomycine sont de
GffiCO/BRL. Le Sérum Foetal Bovin (FBS) provient de Hyclone laboratories. L’agarose, la
gélatine, le dodecyle sulfate de sodium, le sphingosine-1-phosphate (S-Y-P), le Triton X-100, le
(-)-Epigallocatéchine (EGC), le (-)-Epigallocatéchine-3-gallate (EGCg), le supplément de
croissance pour cellules endothéliales (ECGS), et la fibronéctine (FN) sont de Sigma (St-Louis,
MO). L’ilomastat (GM600Y) est de AM Scientific. Le matrigel Provient de Becton Dickinson
Labware (Bedford, MA). Le Milieu de culture Minimal Essentiel (MEM) et le Milieu Aigle de
culture modifié de Dubelco à Glucose Élevé (DMEM-HG) sont de Gibco (InVitrogen corp, NY)
Le Milieu Essentiel de culture pour les cellules Endothéliales (EBM-2) est de Clonetics. Le
facteur de croissance fibroblastique basique (b-FGF) et le facteur de croissance des cellules
endothéliales vasculaires (VEGF) recombinant sont de R&D Systems (Minneapolis, MN). Les
kits d’amplification des gènes MasterAmp et InVitrogen sont de Epicentre (Madison,
Wisconsin).

3.2 Culture cellulaire Les cellules souches mésenchyrnateuses (MSC) proviennent des fémurs
et tibias des souris femelles pesant chacune entre 18 et 22g. Ces cellules ont été cultivées dans du
DMEM-HG supplémenté de 10% FBS inactivé, et 100 UImL de pénicilline et lOOmg/mL
streptomycine dans une atmosphère de 5% C02, à 37°C. Les MSC ont été propagés jusqu’au
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passage 11 et ont été utilisés pour des expériences aux passages entre 3 et il. Les cellules de

glioblastome U87 sont d’origine humaine et ont été maintenues dans du MEM contenant 10%

FBS, 2mM glutamine, 100 U/mL pénicilline, et lOOmgImL streptomycine dans une atmosphère

humidifiée avec 5%C02, à 37°C. Les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine

(HUVEC) ont été maintenues dans du EBM-2 additionnée de 10% FBS inactivé, 4Orng/mL

ECGS, 90mg/mL héparine, 100 U/mL pénicilline, et lOOmg/inL streptomycine dans une

atmosphère humidifiée avec 5%C02, à 37°C. Les HUVECs ont été propagées jusqu’au passage

7, et ont été utilisées à des passages entre 3 et 6.

3.3 Scénario d’hypoxie: Les cellules U87 et les MSCs à 80% de confluence ont été maintenues

dans du MEM et du DMEM sans sérum respectivement et soumis à une condition de normoxie

dans un atmosphère de 95% air et 5% C02, et une condition d’hypoxie dans une atmosphère de

94% N-, 5% C0 et 1% 02 pendant 24 et 48h. Des échantillons de milieu conditionné ont été

prélevés aux temps 2, 4, 8, 24, 32 et 48h pour des analyses. Les cellules ont été récoltées après

24h et 48h pour des analyses.

3.1 Traitement des HUVEC aux agents anti-angiogéniques et Ï ‘irradiation : Les cellules

HUVEC à 70% de confluence ont été traitées avec ou sans 5jiM EGC, 51iM EGCg, 0.2X

Néovastat, 5tg/mL Thalidomide, et 2OjiM Jiomastat dans du EBM-2 sans sérum pendant 7-8 h

ensuite elles ont été irradiées aux rayons Gamma avec un accélérateur de photons linéaire Elekta

SL75 de 6MV, à des doses de 1, 3, 10, et 30 ± 7% Gy. Les cellules ont été par la suite

maintenues dans du EBM-2 avec 0.5% de FBS inactivé, et incubées jusqu’au lendemain à 37°C.

3.5 Migration cellulaire: Les MSC et les HUVECs ont été décollées par trypsinisation et

ultimement resuspendues dans du DMEM et du EBM-2 sans sérum respectivement à une

concentrations de 106 cellules / mL. i05 cellules ont été ensemencées sur la surface supérieure

des filtres chimiotactiques contenant des pores de 8im de diamètre, laminés de gélatine / PBS

0.15% dans des chambres de Boyden de Costar (Amherst, MA). 600pL de DMEM et de EBM-2

avec ou sans substances chimioattractant ou inhibitrices à tester, et ajoutées au dessous des

G, chambres de Boyden. Les MSC ont migré pendant 4h à une condition de normoxie dans un

atmosphère de 95% air et 5% C02, ou une condition d’hypoxie dans une atmosphère de 94% N2,
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5% C02 et 1% 02 à 37°C. Les HUVECs ont migré pendant 4h à une condition de normoxie dans

une atmosphère de 95% air et 5% C02, à 37°C. Ces cellules ont été par la suite fixées avec de la

formaldéhyde dilué à 3.7% dans PBS iX, colorées avec du cristal violet dilué à 0.1% dans du

Méthanol 20% / H20. Les cellules restantes dans la partie supérieure des membranes ont été

enlevées avec des cure-oreilles et comptées par microscope. Un compte moyen de cellules /

champ a été calculé à partir de quatre comptes indépendants pour chacun des filtres. Les données

sont représentatives d’une moyenne de quatre comptes chaque pour trois expériences

indépendantes pour chaque chambre de Boyden.

3.6 Essai de tubulogenèse sur rnatrigeÏ: Le matrigel, une substance conçue pour reproduire les

conditions de la membrane de base contenant des protéines de la matrice extracellulaire

(collagène, laminine, et protéoglycans), des facteurs de croissance et des enzymes protéolytiques,

a été décongelé sur glace pour prévenir une solidification prématurée; des aliquots de 50iL ont

été mis dans des puits individuels des plaques à 96 puits, et laissés solidifier pendant 2h. Les

MSC et les HUVECs ont été décollées et resuspendues dans leur milieu respectif sans sérum

comme décrit ci-dessus à une concentration de 106 cellules / mL pour les MSC et 2 x i05 cellules

/ mL pour les HUVECs. i0 MSC ont été ajoutées par puits contenant du matrigel solidifié et la

tubulogenèse a procédé pendant 18h à une condition de normoxie dans une atmosphère de 95%

air et 5% C0, ou une condition d’hypoxie dans une atmosphère de 94%N2, 5%C 02 et 1% 02 à

37°C. 2 x i04 HUVECs ont été ajoutées par puits contenant du matrigel solidifié et la

tubulogenèse a procédé pendant 4-5h à une condition de normoxie dans une atmosphère de 95%

air et 5% C02 à 37°C. Les structures tubulaires formées par les cellules dans chaque puits ont été

quantifiées par photographie microscopique de la région au complet, suivi d’une analyse digitale

par le logiciel NORTON ECLIPSE. Les données sont représentatives d’une moyenne de trois

expériences indépendantes faites en duplicata.

3. 7 Essai d’adhérence: Le fond des puits dans des plaques à 96 puits a été laminé de

fibronectine dilué à diverses concentrations dans du PBS iX pendant 18h à 4°C, rincé au PBS

iX, bloqué avec 1% BSA dans du PBS iX pendant 1h à 37°C, relavé au PBS iX, et conditionné

au EBM-2. Les HUVECs traitées et irradiées la veille ont été décollées comme décrit ci-haut et

resuspendues ultimement à une concentration de 106 cellules / mL dans du EBM-2 sans sérum, 5
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x i04 cellules ont été ajoutées dans des puits et l’adhérence a procédé pendant 3h à une

atmosphère de 95% air et 5% C02 à 37°C. Les cellules décollées faiblement ou non décollées à

la fin ont été rincées au milieu froid. et les cellules adhérentes ont été fixées et colorées comme

décrit ci-haut. La quantification et l’analyse des résultats ont été faites par colorimétrie dans un

spectrophotomètre à une longueur d’onde de 595nm et avec le logiciel SoftMax. Les données

sont représentatives d’une moyenne de trois expériences indépendantes faites en triplicata.

3.8 Test deproÏfération: Des HUVEC prétraitées et irradiées dans des plaques à 96 puits ont été

incubées pendant 4 jours avec du EBM-2 supplémenté de 10% FBS inactivé, 4Omg/mL ECGS,

9Omg/mL héparine, 100 U/mL pénicilline, et lOOmg/mL streptomycine dans une condition de

normoxie dans une atmosphère de 95% air et 5% C02 à 37°C. Ensuite les vieux milieux de ces

cellules ont été aspirés et la prolifération cellulaire a été mesurée par colorimétrie avec des

substrat luminescents pour mitochondrie WST-1 dilué 1:10 dans du MEM sans sérum, en

cinétique, à une longueur d’onde de 450nm dans un spectrophotomètre à 37°C, et avec le logiciel

Softmax. Les données sont représentatives d’une moyenne de trois expériences indépendantes

faites en triplicata.

3.9 Zymographie: Les milieux conditionnés par les MSCs, récoltés comme mentionné ci dessus

ont été utilisés pour quantifier l’activité gélatinolytique des MMPs. Des aliquots de 3OpL ont été

soumis à l’électrophorèse par gel de polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE) 9% (p / V) contenant

de la gélatine à 0.1 mg/mL. Les gels ont été lavés 30 minutes, 2 fois dans du 2.5% Triton X-100

dans de l’eau nano-pure pour enlever le SDS, rincés 5 fois dans de l’eau nano-pure, et trempés

dans un tampon contenant 2OmM NaCl, 5mIVI CaCl2, 0.02% Brij-35, et 5OmM Tris-HC1 (pH7.4)

pendant 18 heures à 37°C. Ces gels ont été par la suite colorés au Coomasie Brillant Bleu R-250,

décolorés dans une solution de 10% acide acétique et 30% méthanol dans de l’eau nano-pure.

L’activité gélatinolytique de chaque MMP dans les échantillons est représentée par des bandes

non colorées sur un fond bleu.

3.10 Dosage de protéines: Les courbes standards ont été préparées par dilution de BSA à des

dilutions entre O et 1:50 dans de l’eau nano-pure. Les lysats des MSC et HUVEC ont été dilués

1:500 dans de l’eau nano-pure. Tous les échantillons ont été colorés au réactif BCA pendant 45
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minutes à 60°C. Les concentrations de protéines ont été déterminées par colorimétrie (562nm) à

l’aide du logiciel Softmax.

3.]] Essai d’activité caspase-3 : Les HUVECs traitées et irradiées ont été récoltées et lysées

avec du tampon Apo-Alert (Clontech, CA) et les surnageants isolés par centrifugation à 16000g

pendant 20min. L’activité caspase-3 a été déterminée avec 50j.iM du Ac-DEVD-AFC (Acetyl

Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin), un substrat fluorogénique spécifique de

la Caspase-3, dilué dans du tampon de réaction contenant 5OmM Hepes-NaOH (pH 7.4),

lOOmM NaCI, 10% Sucrose, 0.1% 3-(3-cholamidopropyl-dimethylammonio)-l-

propanesulfonate, 5mM DTT, et imIVI EDTA. Le largage d’AFC a été quantifié par fluorimétrie

en cinétique pendant 30rnin à 37°C, à une longueur d’onde d’excitation de 400nm et d’émission

de 505nm.

3.12 Immunobuvardage de type Western blot : Les particules présentes dans les milieux

conditionnés par les MSC ont été précipitées par Acide Tri-Chloroacétique (TCA), utilisées à

une fraction de 1:5 du volume totale. Les culots qui en résultent ont été suspendus dans un

tampon de lyse contenant 1% Triton X-100, 0.5% Nonidet P-40, l5OmM NaCI, et Tris-HCÏ (pH

7.4). Les lysats des MSC et HUVEC ont été préparés par suspension des cellules dans un tampon

comme mentionné ci-dessus. Des échantillons de milieux conditionnés, précipités et suspendus

et de lysats des cellules ont été égalisés à 30tg protéine, et soumis au SDS-PAGE, et transférés

sur une membrane PVDF. Les détections des protéines ont été effectuées en incubant les

membranes qui les contiennent avec leurs anticorps primaires respectifs pendant 1h à 37°C ou

18h à 4°C, suivi des lavages au tampon TBS-T, une incubation aux anticorps secondaires

conjugués à la peroxydase respectifs pendant 1h, des lavages supplémentaires au tampon TBS-T

et une exposition des membranes à des substrats chimioluminescents pour les peroxydases. Les

spécifications des anticorps ont été effectués dans la partie des anticorps et produits chimiques de

cette section.

3.13 Isolation de t ‘ARN et ainpflfication de Ï ‘ADNc par la méthode Reverse Transcriptase

Polyrnerase Chain Reaction (‘RT-PcR: Les ARN des MSC et HUVEC ont été extraits des

cellules avec du réactif de Trizol. 1 tg de l’ARN total de chaque échantillon de cellules a été
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utilisé pour la production d’une première tire d’ADN complémentaire (cDNA) suivi d’une

amplification du gène en question. Pour les ARN extraits des MSC, les amorces de HW-ÏŒ,

MMP-2 et MT1-MMP spécifiques pour la souris, et le kit d’amplification des gènes MasterAmp

ont été utilisés pour la détection de ces molécules. Pour les ARN extraits des HUVEC, les

amorces pour la MT1-MMP, la tTG, et les intégrines aV, f31, et f33 spécifiques pour les gènes

humains, et le kit d’amplification des gènes InVitrogen ont été utilisés.

3.] Détection des protéines par FACS: Les HUVECs ont été lavées deux fois au PBS et

resuspendues dans du PBS contenant 2% FBS. Par la suite, les cellules ont été incubées

séparément en présence des anticorps Anti-CD29 (intégrine f31), Anti-CD5Ï (intégrine aV), et

Anti-CD61 (intégrine f33) pendant 60 mm, aux anticorps anti-souris conjugués à la peroxydase

pendant 30min, lavés au PBS deux fois et analysés au FACScalibur (Beckton Dickinson

Cytometiy System, Mansfield, MA).

3.15 Traitement statistiqîte des données: Les données sont représentatives d’au moins trois

expériences indépendantes. Le Student’s unpaired t-test a été utilisé pour calculer la signifiance

des différences entre les données des échantillons traités par rapport au contrôle pour la

migration cellulaire, l’essai de tubulogènese sur matrigel, et le test d’adhérence. Les valeurs

inférieures à 0.05 sont considérées comme étant significatives.
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ABSTRACT

Recent evidence indicate that bone marrow-derived stromal ceils (MSC) are able to

acquire a histology coherent with endothelial ceils that may enable them to contribute to tumour

angiogenesis through yet undefined mechanisms. li this work, we investigated the angiogenic

properties of murine MSC involved in extracellular matrix degradation and in neo

vascularization that could take place in a hypoxic environment such as that encountered in

tumour masses. MSC were cultured in normoxia (95% air and 5% C02) or in hypoxia (1%

oxygen, 5% C02, and 94% nitrogen). We found that hypoxic culture conditions rapidly induced

MSC migration and three-dimensional capillary-like structure formation on Matrigel. In vitro,

MSC migration was induced by growth factors- and cytokines-enriched conditioned media

isolated from U-$7 glioma celis as well as from MSC cultured in hypoxic conditions suggesting

both paracrine and autocrine regulatory mechanisms. Although increased VEGF levels werc

secreted by MSC in hypoxic conditions, this growth factor could not alone explain their

increased migration. Interestingly, matrix metalloproteinase (MMP)-2 mRNA expression and

protein secretion were down-regulated, whule those of membrane-type (MT) 1 -MMP were

strongly induced by hypoxia. Functional inhibition of MTY-MMP by a blocking antibody

strongly suppressed MSC ability to migrate and generate capillary-Ïike structures. Collectively,

these data suggest that MSC may have the capacity to participate into tumour angiogenesis

through regulation of their angiogenic properties under an atmosphere of reduced oxygen that

closely approximates the tumour microenvironment.

C
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INTRODUCTION

Bone marrow-derived stromal celis (MSC) are a population of pluripotent adherent ceils

residing within the bone marrow microenvironment and frequently referred to as mesenchymal

stem celis due to their ability to differentiate into many mesenchymal phenotypes [1]. In contrast

to their hematopoietic counterparts, MSC demonstrate strikingly enhanced ability to adhere to

tissue-culture surfaces and to differentiate in culture into celis of the osteogenic, chondrogenic,

tendonogenic, adipogenic, and myogenic lineages [2]. In their undifferentiated state, MSC do not

express hematopoietic or endotheliai celi surface markers sucli as CD 11, CD 14, CD3 1, CD34

and CD45 [3]. Intriguingly, recent work has, however, shown that altering culture conditions

could render these CD34-negative ceils capable of differentiating into endothelial ceils, and this

further highuights the potential role of MSC in neo-vascularization [3, 4]. Ail these attributes thus

make the MSC an interesting celi phenotype to investigate in light of their recently reported

potential to differentiate into mesodeim-derived endothelial cells [5], and of their ability to

transdifferentiate in vivo into CD31 endothelial cells [6, 7].

The possible involvement of human MSC in neo-vascularization was recently proposed

hy their capacity to contribute to tumour angiogenesis in vivo [8]. In addition, bone marrow

derived MSC also exhibited seiective interaction towards epithelial tumour cells [9], and

implication in growth and survival of myeioma plasma celis was also recentiy reported and

attributed to MSC [10]. Consequently, a potentiai role of MSC in response to tumour angiogenic

factors may thus impact on tumour cell growth. Whether MSC angiogenic properties enable

these celis to participate in extracellular matrix (ECM) proteolysis in order to migrate,

proliferate, and form capillary-like structures either within or at distal sites of the bone marrow
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environment remains however to be evaluated. In the present study, we investigated critical

molecular mechanisms regulating the phenotypical and functional properties of MSC that further

define their role in neo-vascularization and in microvascular network rernodeling.

The molecular regulation of ECM proteolysis that occurs during angiogenesis and of

MSC migration/invasion properties is largely accomplished through the action of the soluble and

membrane-bound matrix metalloproteinases (MMPs) [11, 121. More recently, the contribution of

soluble MMPs supplied by bone marrow-derived cells was documented in response to several

growth factors, cytokines, and chemokines [13, 14], and their contribution to skin carcinogenesis

recognized [15]. In light of these published data, one can thus predict a critical role for MMPs in

support to MSC ceil-celi and celi-matrix interactions that would be required for tumour neo

vascularization. Although much emphasis was given to the role of soluble secreted MMPs, the

precise role and regulation of the membrane-type MMPs at the cell surface of MSC in neo

vascularization have however been largely underscored. 0f particular interest, targeted

dismption of the membrane-type 1 MMP (MTY-MMP) gene in mice resulted in disorders in

connective tissue growth [16], illustrating MTY-MMP’s pivotal role in stromal remodeling and

during cellular growth and differentiation processes involved in development.

Hypoxia alters fundamental and physiologically important intracellular pathways, and has

long been recognized as a stimulus for tumour angiogenesis [17]. Recent evidence demonstrated

that long term cultures of MSC under an atmosphere of reduced oxygen, that closely

approximates documented in vivo oxygen tension, enabled these cells to optimally proliferate

and differentiate [18]. More recently, a three-dimensional in vivo model was used where MSC
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were resuspended in Matrigel and the plugs implanted subcutaneously in isogenic mice

recipients. At 2 weeks post-implantation, Matrigel plugs were removed and MSC demonstrated

to possess functional vascular plasticity and to transdifferentiate into CD3 1 endothelial ceils

possibly due to the reduced oxygen tension of Matrigel implants [7]. In this paper, we

investigated the effects of a low oxygen tension on the ability of MSC to exhibit angiogenic-like

properties and characterized some molecular players involved in these processes. Our data

indicate that (z) MSC migration and capillaiy-like structure formation are rapidly induced by

growth factors-mediated regulation in hypoxic culture conditions, that (iz) increased MSC

migratory potential can however not be solely attributed to VEGF, and that (iii) MTÏ-MMP

plays a key role, independent of proMMP-2 activation, in MSC three-dimensional capillary-like

structure formation. These observations provide molecular and cellular rationales to MSC

potential involvement at sites of active microvascular network remodeling possibly in response

to tumour angiogenic factors.
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MATERIALS AND METHODS

Antibodies and Chemicals The following materials were purchased from the indicated

sources t Anti-TflVIP-2 polyclonal antibody (AB$Oi), anti-MMP-2 monoclonal antibody

(MAB3308), anti-MT1-MMP catalytic domain monoclonal antibody (AB8102), anti-MT1-MMP

raised against the hinge domain (AB215), and the enhanced chemiluminescence (ECL)-Western

blot kit were from Chemicon (Temecula, CA). Anti-VEGF polyclonal antibody (SC-507) was

from Santa Cmz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Horseradish peroxidase-conjugated donkey

anti-rabbit or anti-mouse IgG were obtained from Jackson Immunoresearch Laboratories;

polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes were from Boebringer Mannheim; ail products for

electrophoresis and zymography were bought from Bio-Rad; TriZOL reagent, tiypsin, penicillin

and streptomycin were from GIECO BRL; fetal bovine serum (FBS) was from HyClone

Laboratories; agarose, gelatin, sodium dodecyl sulfate (SDS), sphingosine-1-phosphate (S1P),

and Triton X-100 were from Sigma (St-Louis, MO). Matrigel was from Becton Dickinson

Labware (Bedford, MA), b-FGF and human recombinant VEGF were from R&D Systems

(Minneapolis, MN).

Ccli culture and experirnental hypoxic conditions The human U-87 glioblastoma cdl

une was purchased from American Tissue Culture Collection and maintained in modified Eagle’s

medium (MEM) containing 10% FBS, 2 mlvi glutamine, 100 units/ml penicillin, 100 mg/mJ

streptomycin, and were cultured under a humidified atmosphere of 5% C02. Bone marrow

derived stromal cells (MSC) were isolated from mouse bone marrow and cultured as follows.

Whole bone marrow was harvested from the femurs and tibias of 18-22g female C57B1/6 mice

(Charles River, Laprairie Co., QC) sacrificed by C02 inhalation. Ceils were plated in high
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glucose Dulbecco’s modified Eagie’s medium (DMEM) supplemented with 10% FBS and 50

units/ml Penicillin/Streptornycin. After 5-7 days of incubation in a humidified incubator at 37°C

with 5% C02, the nonadherent hematopoietic ceils were discarded. The adherent MSC were

further maintained in a humidified incubator at 37°C with 5% C02 in the absence of any

exogenous growth factor or anchoring materials such as fibronectin or coliagen. MSC were kept

subconfluent and expanded in number over 14 passages by a 1:2 spiit on a weekly basis. Our

culture expanded murine MSC were CD3F, CD34, and CD45 in vitro as assessed by

immunohistochemistry (data flot shown), consistent with other reports [19, 20, 21]. Culture

expanded MSC were trypsinized and subsequentiy stained with the following monoclonal

antibodies (Abs): phycoerythrin (PE)-labeled anti-CD44 (clone 1M7), anti-CD45 (clone 30-F 1 1),

anti-flkl (clone Avasl2al). Biotinyiated anti-CD3Y (clone 390), anti-CD34 (clone RAM34), ail

from BD Biosciences (San Diego, CA). Biotinylated anti-F1t4 (clone AFL4), anti-Tie2 (clone

Tek 4) from EBioscience (San Diego, CA). Biotinylated Abs were reveaied by CyChrome

streptavidin (BD Biosciences). PE-labeled or biotinylated rat isotypic control immunoglobulins

were from BD Biosciences. Events were acquired on a Coulter EPICS flow cytometer (Beckman

Coulter, Fulierton, CA) and analyzed by means of Win MDI 2.7 software. In vitro culture

expanded adherent MSC were uniformly fibroblast-like in appearance. Analysis by fiow

cytometry performed at passage 14 revealed that MSC expressed CD44, yet were negative for

CD45, CD31, KDR/fikl (VEGF-R2), fit-4 (VEGF-R3), and Tie2 (angiopoietin receptor) (data

not shown). Progeny derived from this population were utilized for ail subsequent analysis.

Hypoxic conditions were attained by incubation of confluent celis in an anaerobic box. The

oxygen was maintained at 1% by a compact gas oxygen controller Proox model 110 (Reming
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Bioinstmments Co., Redfield, NY) with a residual gas mixture composed of 94% N2 and 5%

C02.

CeÏÏ migration/invasion assay Celis were dislodged after brief trypsinization and

dispersed into homogeneous single celi suspensions that were washed extensively and

resuspended in DMEM to a concentration of 106 cells/ml. To assess migration from established

monolayers, cells (10) were dispersed onto 0.15% gelatin/PBS-coated chemotaxis filters

(Costar; 8-jim pore size) within Boyden chamber inserts and alÏowed to adhere for 1 h at 37°C,

after which they were challenged by the addition of 600 pi of a chemoattractant solution

composed of conditioned media isolated from the indicated serum-deprived cell lines to the

lower compartments. Migration was allowed to proceed for 4 h at 37°C in either 5% C02/95%

air (normoxia), or 1% 02/5% C02/94% N2 (hypoxia). Celis remaining attached to the upper

surface of the filters were carefully removed with a cotton swab. Cells that had migrated to the

lower surface of the filters were fixed with 3.7% formaldehyde, stained with 0.1% crystal

violet/20% MeOH, and counted by microscopic examination. The average number of migrating

ceils per field was assessed by counting at least four random fields per filter. Data points indicate

the mean obtained from three separate chambers within one representative experiment.

CapiÏÏaiy-like structure formation assay Induction of tubulogenesis was performed

using Matrigel [221. Matrigel was thawed on ice to prevent premature polymerization; aliquots of

50 pi were plated into individual wells of 96-well tissue culture plates (Costar, Amherst, MA)

and allowed to polymerize at 37°C for at least 60 min. Ceils were removed from confluent

cultures by treatment with Tiypsin 0.05%-EDTA 0.53mM. The ceils were washed in semm
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containing medium, then resuspended to 106 cells/ml. Into each culture weil was added 100 tl

ceil suspension with or without additional test substances. Each dose of control or test compound

was assayed in duplicate, and ail experiments were performed at least three times. For

quantitation of tube formation, the total length of the tubes formed in a unit area was digitaÏized

and measured using the ECLWSE-software. For each test, five randomly chosen areas were

measured and averaged.

Total RNA isolation and Reverse Transcriptase-FoÏyrnerase Chain Reaction (RT-FcR,,)

anaÏysis: Total RNA was extracted from cultured MSC using the TriZOL reagent. One

microgram of total RNA was used for first strand cDNA synthesis followed by specific gene

product amplification with the MasterAmp One Tube RT-PCR Kit (Epicentre, WI, USA).

Primers for HW-1Œ, MMP-2, and MT1-MMP were ail derived from mouse sequences, and PCR

conditions have been optirnized so that the gene products were found to be at the exponential

phase of the amplification. 3-Actin was used as an internai control and was found to be constant

between ail tested conditions. PCR products were resolved on 2% agarose gels containing 1

tg/m1 ethidium bromide.

GeÏatin Zymography . Gelatinolytic activity in culture media from monolayer cultures

was detected by gelatin zymography as described previously [23]. Briefly, an aliquot (30 pi) of

the culture medium was subjected to SDS-PAGE using a 9% (w/v) acrylamide gel containing 0.1

mg/ml gelatin. The gels were then incubated 30 min at room temperature twice in 2.5% Triton

X-100 to remove SDS and rinsed 5 times in ddH2O. The gels were further incubated at 37°C for

20 hrs in 20 mM NaC1, 5 mM CaC12. 0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCJ buffer, pH 7.6, then
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stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250, and destained in 10% acetic acid, 30%

methanol in H20. Gelatinolytic activity was detected as unstained hands on a blue background.

Western Blot Analysis The preparation of whole ccli lysates was performed by

resuspending the celis in a buffer containing 1% Triton X-100, 0.5% Nonidet P-40, 150 mM

NaCI and 20 mlvi Tris-HC1 pH 7.4. CelI lysates (30 ig/weil) or aliquots of culture media were

subjected to SDS-PAGE under reducing conditions and transferred to PVDF membranes.

Immunoblotting procedures were performed as previously described in detail [23]. PVDF

membranes were incubated with primary antibody, washed, and incubated with a secondary

antibody conjugated with horseradish peroxidase. Bound IgG were detected using a

chemiluminescent substrate. Inimunoreactive hands were quantified by densitometric

measurement using a Personai Densitometer (Moiecuiar Dynamics, Sunnyvale, CA).

Statistical data analysis Data are representative of three or more independent

experiments. Statistical significance was assessed using Student’s unpaired t-test and was used to

compare migration and extent of capiiiaiy-iike structure formation to untreated control basal

migration or spontaneous MSC tube-formation. Probabiiity values of iess than 0.05 were

considered significant, and an asterisk (*) identifies such significance in each figure.
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RESULTS e

Reduced oxygen tension rapidÏy induces MSC migration and capllÏwy-Ïike structure

formation. We first tested for the effect of hypoxia on MSC capacity to manifest angiogenic

features. MSC were cultured under either normoxic (5% C02/95% air) or hypoxic (1% 02/5%

C02/94% N2) conditions for 4 hours. in vitro migration of MSC was assessed using gelatin

coated filters and found to be induced by more than 4-fold (normoxia 132 ± 9 cells/field;

hypoxia 571 ± 20 cel!s/field) when ce!! migration proceeded under reduced oxygen tension

conditions (fig.1, upper panels). When celis were plated onto a 3D-Matrigel basement

membrane model that closely mimics the structure, composition, physica! properties, and

functional characteristics of the basement membrane in vivo [24], and incubated under hypoxic

conditions, three-dimensional capillary-like structure formation was also found to be rapidly

induced (Fig.l, lower panels).

Hypoxia down-regulates proMMP-2 expression alld secretion from MSC’. ECM

proteolysis is an essential step in the angiogenic process that requires MMPs activation.

Confluent MSC were thus serum-deprived and cu!tured in normal and hypoxic conditions to

monitor the effect on soluble MMP secretion. Gelatin zymography was performed and the

hydro!ytic activity of MMP-2 assessed (Fig.2). Intriguingly, hypoxic culture conditions resulted

in a marked time-dependent decrease in the secreted latent proMMP-2 gelatinolytic activity

(fig.2a). Using Western blotting and immunodetection with a specific anti-MMP-2 antibody, this

diminished activity was further con-elated with a —40% decrease in extracellular proMMP-2

protein levels compared to normoxia (Fig.2b). Since MSC pro!iferation rate was not affected by
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these short term incubation conditions (not shown), one can thus hypothesize that hypoxia either

decreased MMP-2 gene expression, protein synthesis rate, or affected vesicular trafficking

components responsible for proMMP-2 secretion.

Hypoxia promotes the expression ofmembrane-type] matrix metalloproteinase and of

angiogenesis related markers in MSC. In order to assess hypoxia-induced modulations of gene

expression levels, total RNA was isolated from MSC cultured under normal and hypoxic

conditions and RT-PCR used to amplify cDNA from both MMP-2 and that of its known cell

surface activator membrane-type 1 (MT1-) MMP. Results in Fig.3 show that under normoxia

MMP-2 gene expression was stable after 24 hours of serum-deprivation (MSC were cultured in

high glucose-DMEM without addition of 10% FBS) but started to decline at 48 hours. In

accordance with the zymography and Western blot data in Fig.2, hypoxia also down-regulated

MMP-2 gene expression while that of f3-actin remained unaffected. Interestingly, these MMP-2

modulations were also recently reported in hypoxic differentiated endothelial cells [25] further

strengthening the potential common endothelial-like phenotype that may characterize MSC.

In contrast to MMP-2, MTY-MMP gene expression was strikingly increased when MSC

were exposed to hypoxic conditions, and maximal induction was already observed after as soon

as 24 hours of incubation (Fig.3). Longer (48 lirs) serum-deprivation of MSC resulted in

increased MT1-MMP gene expression that was at that point comparable whether celis were

cultured in normal or hypoxic culture conditions. Hypoxia-induced MT1-MMP gene expression

was also further correlated with increased levels of MT1-MMP protein levels as assessed by

Western blotting in cell lysates (Fig.4a). This is demonstrated by an increase in the respective 63
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kDa pro- (corresponding to the recombinant MT1-MMP protein isolated from transfected COS-7

ceils [26]), and 60 kDa active-forms of MT1-MMP. Interestingly, the intracellular protein

expression of early growth response-1 (Egr-1), a transcription factor known to tightly regulate

MT1-MMP gene expression, was also found to be increased in response to hypoxia (Fig.4a).

Many other genes involved in cellular differentiation can also be directly or indirectly

regulated by hypoxia in MSC. While hypoxic conditions decreased the secretion of proMMP-2

into the extracellular media (Fig.2 and Fig.4b), that of its inhibitor TIMP-2 was found to be

unaffected (Fig.4b). This, indeed, contrasted with that of vascular endothelial growth factor

(VEGF) that was highly expressed and secreted by MSC cultured under hypoxic conditions up to

4$ hrs (Fig.4b). VEGF protein up-regulation was correlated with a sustained gene expression of

hypoxia-induced factor-1 (HW-Ïa) for up to 4$ hrs (flot shown).

Growth factors-dependent autocrine reguÏation of MSC migration. Besides VEGF

secretion, other growth factors could be secreted by MSC under hypoxia. To investigate the

effect of hypoxia-secreted growth factors on ceil migration, conditioned media was isolated from

serum-starved MSC cuÏtured under either normal or hypoxic conditions. These respective media

would very likely contain a mixture of growth factors that may up- or down-regulate the basal

migratory potential of MSC. When MSC were allowed to migrate in modified Boyden chambers

under normoxia for 4 hrs, their migration was strongly induced by serum (Fig.5). When celi

migration was assessed in the presence of conditioned media isolated from serum-deprived MSC

added to the lower compartment of the Boyden chambers, migratoiy activity gradually enhanced

from 24 hrs to 48 hrs. Interestingly, conditioned media isolated ftom serum-deprived MSC
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cultured in hypoxic conditions induced celi migration to levels comparable to those obtained

with serum. An approximately 4-fold increase was seen at 24 hrs, but similar levels were

obtained when conditioned media was isolated at 48 hrs hypoxia compared to normoxia (Fig.5).

Equivalent induction of MSC migration was also observed when conditioned media was isolated

from serum-deprived U-$7 glioma celis, a highly vascularized tumour derived celi une, cultured

in normal and hypoxic conditions (flot shown). Together, these resuits suggest that both

autocrine and paracrine regulation of MSC migration may take place.

Serum contains several polypeptide growth factors that regulate celi motility [27]. We

thus decided to assess the effect of the two major angiogenic growth factors VEGF and basic

fibroblast growth factor (b-FGF), or a combination of both growth factors on MSC migration.

While these two growth factors are known to induce differentiated endothelial cell migration

[28], we observed that maximal VEGf concentrations (50 ng/ml) only induced a marginal

increase in MSC migration in agreement with previous reports where expression of the VEGF

receptor Fiki was very low [8]. In contrast, b-FGF (10 ng/ml) alone (Fig.6a) or in combination

with VEGF (not shown) markedly induced MSC migration. Interestingly, VEGF- or b-FGF

induced MSC migration were however much lower than that induced by serum itself or by

sphingosine-1-phosphate (S-1-P) (Fig.6b), a bioactive lysophospholipid that is released from

platelets, macrophages and epithelial ceils, and that triggers invasion of primitive hematopoietic

cells [29], suggesting that other alternative growth factors or cytokines are needed. Furthermore,

MSC migration was also assessed in normoxic and hypoxic conditions in the presence of a

blocking antibody directed against the MT1-MMP catalytic domain. As shown in Fig.6c, Mil

MMP-dependent MSC migration is shown to be effectively antagonized by the blocking MTÏ
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MMP antibody whether migration proceeds in normal or low oxygen tension environment. This

suggests that MT1-MMP can contribute to MSC migration.

MSC capillaiy-Ïike strttcture formation is mediated byfitnctionaÏ MTJ-MMP. We herein

report that MSC spontaneously generate three-dimensional capillary-like structures, and that this

capability is stirnulated by hypoxia (Fig.1). Whule MMP-2 and MT1-MMP expression is

regulated in MSC by hypoxia, we decided to examine the extent of implication of these MMPs in

the formation of such structures under basal and hypoxic conditions. MSC were plated onto

Matrigel and overlaying culture media replaced by fresh serum-free media containing

respectively anti-mouse 1gO (control), anti-MTI-MMP monoclonal antibody directed against the

catalytic domain, anti-MT1-MMP polyclonal antibody raised against the non-catalytic hinge

domain, 10 pM Marimastat, a non specific MMP inhibitor reported to tightly bind the

recombinant catalytic domain of MT1-MMP [30, 311, or 25 iM EGCg a green tea catechin

known to specifically affect MT1-MMP-driven cdl migration and gene expression [32]. The

results shown in Fig.7a clearly demonstrate that MSC’s ability to form capillary-like structures

was antagonized or strongly diminished when MTÏ-MMP catalytic domain was inhibited either

through the action cf an antibody directed towards its functional extracellular catalytic dornain,

or through the action of agents known to inhibit MMP hydrolytic activity such as Marimastat or

EGCg. Quantification of the MSC capillary-like structure networking revealed a 75% decrease

when MT1-MMP activity was inhibited or complexed by the antibody, and a 40% inhibition by

Marimastat, while it was almost completely inhibited by EGCg (Fig.7b). The rapid formation of

MSC capillary-Ïike structures under hypoxic conditions (Fig.1) was similarly antagonized with

the anti-MT1-MMP catalytic antibody (flot shown). In addition, we provide evidence that the
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catalytic function of MT1-MMP involved in the processing of latent proMMP-2 into its active

form is also affected by the anti-MI 1-MMP catalytic antibody in a cell-based system.

Recombinant MT1-MMP was overexpressed in COS-7 celis as previously reported [32] and

shown to convert an exogeneous source of latent proMMP-2 into active MMP-2 (Fig.7c). This

reaction was specifically antagonized by Marimastat, EGCg, and anti-MT1-MMP catalytic

antibody, but not by EGC or anti-MT1-MMP antibody directed against the hinge region. These

observations further validate the involvement of MTY-MMP catalytic activity in both proMMP-2

activation and capillary-like structure formation by MSC. lihibition of MSC-secreted soluble

MMP-2 was flot assessed for two main reasons as i) no specific anti-MMP-2 antibody raised

against its catalytic domain was commercially available, and ii) because of the high levels of

Matrigel-derived endogenous MMP-2 that would have saturated the antibody and thus interfered

with secreted MMP-2 attributable to MSC [24]. Collectively, our observations thus indicate that

the up-regulation of MT1-MMP observed under hypoxia may be essential to elicit the formation

of capillary-Ïike structures and consequently to angiogenic properties of MSC.
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DISCUSSION

The recently reported phenotypical plasticity of bone marrow-derived stromal celis

(MSC) into endothelial-like ceils provides a rationale towards their potential role in neo

vascularization and in microvascular network remodelling [4, 51. Moreover, We have recently

shown that our in vitro cultured MSC retained their progenitor celi potential in vivo. Specifically,

when CD3F MSC were mixed either with Matrigel then implanted subcutaneously (s.c.), or co

injected s.c. with U-87 glioblastoma ceils in nude mice, they demonstrated in both experimental

approaches the plasticity to differentiate into CD31 endothelial cells [6, 7, 33J. Interestingly,

these processes were recently shown to be modulated in response to tumour angiogenic factors

[8]. Molecular and cellular understanding of MSC behaviour thus need to be promptly resolved

before these celis can be used for safe and effective clinical application. In the present study, we

focused on molecular events that regulate MSC migration and tube formation under hypoxia

which are essential events involved in angiogenesis. In this matter, we suggest that MSC are able

to participate in the production of vessels through their ability to migrate and to generate

capillary-like structures, and that these angiogenic properties are modulated through growth

factors-mediated paracrine regulation.

Under hypoxic conditions, the major transcription factor affecting gene regulation is fliP

1 [341. This transcription factor in turn up-regulates expression of several genes involved in

angiogenesis such as growth factors b-FGF, VEGF, and that of VEGF receptors Flk- I and Fit-l,

as well as components of plasminogen system incuding the urokinase receptor, and the

inhibition of plasminogen activator 1 [34, 35]. Furthermore, other transcription factors activated
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by hypoxia interestingly include Egr-1, which regulates MT1-MMP transcription [36, 37]. In the

present study, we blocked the MSC ability to generate tube formation using an antibody directed

against the extracellular MTY-MMP catalytic domain. This suggests that MT1-MMP is a crucial

protease for MSC in the process of tube formation. lndeed, this is supported by previous reports

where the blocking of MMPs activity in both in vitro and in vivo models resulted in inhibition of

angiogenesis [38]. In particular, the membrane-type MMPs (MT-1, -2, -3, -4, -5, -6 MMPs) are

tethered to the plasma membrane [26], and such localization is known to enable pericellular

proteolysis associated with cell migration, proliferation, and capillaiy tube formation required for

neovascularization [39]. Interestingly, we and others have observed that MTÏ-MMP

overexpression triggered cell migration [40], and was activated in endothelial ceils where

increased cel! motility, matrix remodeling, and formation of capillary tubes was also reported

[41]. Furthermore, MTY-MMP was recently shown to cleave CD44, one of the celi adhesion

molecules expressed at the cdl surface of MSC, and to promote ceil migration [42]. 0f interest is

the fact that the multifactorial agents used in the present study, such as Marimastat or EGCg,

have also been sliown to respectiveÏy modulate other molecular targets that potentially

participate in tubulogenesis. Indeed, hydroxamate-based zinc MMP inhibitors such as Batimastat

or Marimastat blocked the activity of members of the “a disintegrin and MMP-like” (ADAM)

fami!y [43], while EGCg, not only directly inhibited MT1-MMP activity [44] and MT1-MMP-

dependent proMMP-2 activation [32], but also specifically inhibited tubulogenesis in

differentiated endothelial cells [45]. We thus propose that MTI-MMP regulation may be a key

modulator in the proteolytic and ce!! migratory angiogenic responses of MSC that are modulated

by hypoxic conditions. More specifically, we also provide evidence for MSC ability to generate

MT1-MMP-dependent capillary-like structures that may ultimately enable them to contribute to
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neo-vascularization. Future studies aimed at demonstrating the roles of other partners in ECM

degradation (such as the TIMPs) will certainly give further insight into the mechanisms of MSC

capillary-like structure formation on Matrigel. The use of differentiated endothelial cells isolated

from MT1-MMP and/or MMP-2-null mice may eventually be correlated and compared to the

molecular events involved in tubulogenesis and that we identified in MSC.

Whule recent emerging views provide evidence that MT1-MMP and VEGF can be

functionally linked in angiogenesis [46, 47], compelling data also provide evidence that low

hypoxic 02 levels have the potential to optimize progenitor celi expansion and survival in culture

[4$] possibly through hypoxia-dependent increase in VEGF expression [49, 50]. liiterestingly,

our resuits indicate that hypoxia-induced up-regulation of MT1-MMP in MSC correlates with a

stimulation of VEGF production. This may translate in vivo by an increase in surrounding

endogenous endothelial cell response and eventually in their subsequent recruitment and

involvement in tumour vascularization and growth. In support for a role of VEGF in MSC

differentiation and involvement in neovascularization is also the fact that human marrow-derived

multipotent adult progenitor ceils (MAPC), depleted of hematopoietic cells, expressed vWF and

markers of mature endothelium (CD3 1, CD34, CD36, and CD62-P) upon the presence of VEGF

in long terni cultures [5, 8]. Remarkably, injection of undifferentiated MAPC resulted in human

endothelial ceils vascularizing a spontaneous murine tumour, indicating that undifferentiated

MAPC can respond to local differentiation-inducing cues in vivo [8]. Experimentally, it was also

shown by the use of neutralizing antibodies that b-FGF, released from intracellular stores of

hypoxic endothelial cells was a crucial mediator of this effect [51].
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Taken together, our resuits indicate that hypoxia strongly affects the regulatory pathways

of MSC leadïng to the activation of several molecular and cellular events which resuit in the

formation of conditions favorable to proliferative and ECM remodeling activities. Moreover,

these findings support the hypothesis that hypoxia-driven angiogenesis may be a critical

condition for ECM formation and remodeling by MSC that would be potentially necessary for

successful applications using engineered MSC to deliver therapeutic agents into sites of active or

pathological angiogenesis. MSC may thus play an important regulatory role in hypoxic

microenvironments such as those found within tumour masses. future studies involving

immunohistochemical analysis of the regulation of MSC surface markers expressed during their

differentiation process may offer greater insight into the specific mechanisms mediating and

regulating MS C angiogenic properties.
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FIGURE LEGENDS

Fig.Ï Hypoxic culture conditions rapidly stimulate both MSC migration and their ability

to generate capillary-like structures. MSC were assayed for basal migration in

normoxic (5% C02/95% air) or hypoxic (1% 02/5% C02/94% N2) conditions as

described in the Methods section. In parallel, MSC were also seeded on Matrigel and

capillary-like structure formation monitored in normal and hypoxic conditions within a 4

hrs period.

Fig.2: Hypoxic culture conditions down-regulate extracellular MMP-2 gelatinolytic

actïvity through diminished protein secretion. MSC were serum-starved and cultured

in normal or hypoxic conditions (see legend of Fig.1) for up to 48 hrs. Aliquots (30 d)

of the conditioned media were assayed for MMP-2 activity by gelatin-zymography (A),

or assessed for MMP-2 protein content by Western-blotting (B). A representative

densitometric analysis of proMMP-2 protein levels derived from the Westem-blots data

is shown for normal (open circle) or hypoxic (closed circle) culture conditions.

Fig.3: Hypoxia up-regulates MT1-MMP gene expression, but not that of MMP-2. MSC

were cultured in serum-deprived media (high glucose-DMEM without addition of 10%

fetal bovine serum) under normal (N) or hypoxic (H) conditions (see legend of Fig. 1) for

up to 48 hrs. Total RNA was isolated and gene expression levels of MMP-2, MT1-

MMP, and actin assessed by RT-PCR using murine primer sequences as described in the

Methods section.
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Fig.4: Hypoxia induced VEGF secretion that correlates with MTJ-MMP protein

expression. MSC were serum-starved as described in the legend of Fig.3 for 24 or 4$ hrs

in normoxic or hypoxic (see legend of Fig.l) culture conditions. Celi lysates (A) were

monitored for MT1-MMP (using AB$15 antibody; rMTY-MMP protein was isolated

from transfected COS-7 ceils [40]) and Egr-1 protein expression by Western blotting as

described in the Metliods section. Conditioned media (B) were assessed for secreted

MMP-2 activity by gelatin zymography as well as for MMP-2, and VEGF and TIMP-2

protein levels by imnmnoblotting.

Fig.5 : Soluble growth factors are secreted in hypoxic conditions and regulate MSC

migration. Conditioned media was isolated from semm-starved MSC cultured in normal

or hypoxic conditions (see legend of Fig.1). MSC were trypsinized and seeded (10 celis)

on gelatin-coated filters of modified Boyden chambers. Migration was allowed to

proceed for 4 hrs under normal conditions in the presence of either serum-free media (-),

serum-containing media (+), conditioned media isolated at 24 or 48 hrs from serum

starved MSC that were cultured in normal or hypoxic conditions. Four different fields

were counted. * indicates statistically significant differences (F<0.05) compared with the

control (serum-free conditioned media) using the student’s t-test.

Fig.6: Modulation of MSC migration by growth factors. Marrow stromal ceils (MSC) were

tiypsinized, seeded (i0 celis) on gelatin-coated filters and allowed to migrate in

normoxia for 4 hrs at 37°C. The lower compartment of the Boyden chamber either

contained semm-free media, serum-containing media, or the indicated growth factors (50

ng/ml VEGF, 10 ng/ml b—FGF, 1 tM S-1-P) resuspended in semm-ftee media. A

representative staining of the filters is shown in A), and a mean of three independent
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experiments is plotted in B). MSC migration on gelatin-coated filters was also assessed in

the presence of 1 tg anti-mouse IgG (-) or equivalent amount of an antibody directed

against MTÏ-MMP catalytic domain (+), and was left to proceed in normoxic or hypoxic

conditions (C) as described in the Methods section. * indicates statistically significant

differences (P<0.05) compared with the control (serum-free conditioned media) in

normoxic conditions using the student’s t-test. ** indicates statistically significant

differences (F<0.05) compared with the control (semm-free conditioned media) in

hypoxic conditions using the student’s t-test.

Fig.7: MSC capillary-Iike structure formation is mediated by functional MT1-

MMP. Marrow stromal ceils (MSC) were trypsinized, seeded (10 cells) on Matrigel

coated filters and allowed to adhere for Ï h at 37°C. Overlaying culture media was then

removed and replaced by fresh semm-free media containing 4.5 tg/ml of respcctively anti

mouse IgG (control), anti-MTÏ-MMP monoclonal antibody raised against the catalytic

domain, anti-MTÏ-MMP polyclonal antibody raised against the linge domain, 10 iM

Marimastat, or 25 tM EGCg. Cells were further incubated for 1$ h in normal conditions.

Capillary-like structures formation (A) was monitored as described in the Methods section,

and quantified by measuring the total relative length of the capillary network (B). COS-7

cells were transfected with a cDNA encoding for MT Ï -MMP [421 and activation of an

exogenous source of proMMP-2 was monitored in the presence or not of the indicated

agents (C). (-) Mock and (+) MTÏ-MMP transfected COS-7 cells. * indicates statistically

significant differences (F<0.05) compared with the control (no test substance added) using

the student’s t-test.
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ABSTRACT

Radiation therapy is a widely-used option for the treatment of a variety of solid tumors.

Although effective, ionizing radiation tIR) may give rise to various side effects, including

secondary tumors. In agreement with this, recent reports have demonstrated increased invasive

potential in different tumor-derived celi unes following radiation treatment. Many of the

molecular effects of IR specifically on the endothelial ceils involved in tumor neo

vascularization remain unknown. In this study, we found that low subleathal single doses of W

applied to human umbilical vein endothelial ceils stimulated ceil migration and in vitro

tubulogenesis. This conelated with an increase in membrane type-1 matrix metalloproteinase

(MTÏ-MMP) protein expression, a crucial enzyme that promotes endothelial celi migration and

tube formation, and of caveolin- Ï, a protein that regulates tube formation. Ce!! adhesion was also

promoted by W, reflected in increased gene expression levels of ceil surface beta(3) integrin.

Pretreatment of the ceils with epigallocatechin-3-gallate (EGCg), a green tea catechin that

possesses anti-angiogenic properties, prevented most of the W-induced cellular and molecular

events. These observations suggest that current protoco!s invo!ving radiation therapy for the

treatment of cancer can paradoxically promote angiogenesis, but can be improved by

combination with anti-angiogenic molecules such as EGCg to target those tumor-derived

endothelial celis that escaped W-induced apoptosis.

Key words : Irradiation / angiogenesis / green tea / integrin / endothelial ceils I tubulogenesis /
MTÏ-MMP / caveolin

Main points: i) Low subleathal ionizing radiation (R) induces migration and tubulogenesis in
endothe!ial ceils
ii) MTY-MMP and caveolin-Ï, both involved in tubulogenesis, protein expression
is induced by low dose W
iii) Green tea catechin EGCg antagonizes the R-induced molecular and cellular
effects in endothelial ceils
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iv) Integrin beta(3) expression is specifically induced by W and antagonized by
EGCg
y) The anti-tumoral properties of EGCg may help design new therapeutic
approaches combining low dose radiotherapy with naturaÏly occurring anti
angiogenic agents

o
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INTRODUCTION

Radiotherapy is a commonly used treatrnent for certain solid tumors. Despite its efficacy,

it may give rise to secondary tumors that are more invasive and resistant to radiation than the

primary tumors which generated them. The molecular basis for this problem may, in part, be

explained by recent studies reporting increased invasiveness of glioma (1, 2) and pancreatic

cancer cells (3) following irradiation. In these studies, the gene expression and proteolytic

activity of soluble and membrane-bound matrix metalloproteinases (MMP) were found enhanced

by irradiation. In addition, other studies showed that UV-irradiation (4) and ionizing radiation

(W) (5) increased the gene expression of Egr-1, a nuclear transcription factor that regulates

several biological functions including cdl proliferation and programmed celi death (6, 7), and

which is known also to regulate MT1-MMP gene expression (8, 9). It is well known that

proteolytic remodeling of the extracellular matrix (ECM) by MMP is necessary for celis to

mobilize within it. Thus, it lias been suggested that irradiation may activate the invasive and

ECM-adhesive properties of cancer celis through MMP and ceil surface integrin expression (10,

11). Whether these events are modulated in endothelial celis of the tumor-derived vasculature is

unknown.

Angiogenesis, the process of neovascularization, is required for a tumor mass to expand

and become malignant (12). In this process, blood vessels form a capillary network in the tumor

mass, supply it with nutrients and oxygen, and eventualÏy serve as a means for the tumor to

invade more distant parts of the body. Since tumor growth and metastasis greatly depend on

angiogenesis, it would be reasonable to use radiotherapy to target blood vessels. Until recently,

endothelial cdl apoptosis in response to radiotherapy was suggested to regulate angiogenesis
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dependent tumour growth (13, 14). However, very littie is known about the moiecular and

cellular events involved in those endothelial ceils that escape TR-induced apoptosis. Low energy

laser irradiation has recently been shown to promote angiogenesis in an infracted rat heart and in

a click embryo CAM model (15), and may well be attributable to up-regulation, in endothelial

ceils, of the nitric oxide pathway (16). Low doses of gamma radiation given to tumor-bearing

mice were also found to induce fibrobiast growth and angiogenesis prior to tumor recurrence

(17). Ail this evidence indicates that irradiation stimulates neovascularization. Since endothelial

cells are directly involved in angiogenesis, these wou!d certainly play a central role in W

enhanced tumor neovascularization. Moreover, the recent discovery that several naturally

occurring polyphenols, including epigallocatechin-3-gallate (EGCg) in green tea, inhibited tumor

angiogenesis lias sIed light on the health beneficial mechanisms of these natural products (18,

19). Whether these natural polyphenols can be used in combination with radiotherapy is

unknown.

In this study, we assessed the effects of W on human umbilical vein endothelial ce!!

(HUVEC) migration and tubulogenesis. The latter angiogenic function being a prerequisite for

neovascularization to occur. We found that MT1-MMP and caveolin—1 protein expression were

induced by R and that this upregulation correlated with increased endothelial capillary tube

formation and migration. Moreover, beta(3) integrin gene and protein expression was also

upregulated by W whule that of ce!1 surface tissue transglutaminase (tTG) was decreased.

Pretreatment of the endothelia! cells with !ow concentrations of the antiangiogenic agent green

tea catedhin, EGCg, specifically antagonized the W-induced effects. These observations should

prompt the development of combined synergistic radiotherapy and anti-angiogenic approaches to
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clinical treatment in order to target those tumor-derived endothelial ceils that escaped IR-induced

apoptosis.
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MATERIALS AND METHODS

Antibodies and Chemicaïs The foliowing materials were purchased from the indicated

sources Rabbit anti-MT1-MMP polyclonal antibody (AB815) and the enhanced

chemiluminescence (ECL)-Westem blot kit were from Chemicon International (Temecula, CA).

Mouse anti-caveolin-1 monoclonal antibody (Cat#37120) was from BD Pharmingen

(Mississauga, ON), mouse anti-tissue transglutaminase (tTG) monoclonal antibody 1 (clone

CUB 7402) was from Medicorp (Montreal, QC). Horseradisli peroxidase-conjugated donkey

anti-rabbit or anti-mouse IgG were obtained from Jackson Irnmunoresearch Laboratories (West

Grove, PA); the BCA protein assay kit was from Pierce; polyvinylidene difluoride (PVDF)

membranes were from Boehringer Mannheim; ail products for electrophoresis were bought from

Bio-Rad; TRIzol reagent, heparin, trypsin, penicillin and streptomycin were from GifiCO BRL;

fetal bovine serum (FBS) was from HyClone Laboratories (Logan, UT); agarose, (-)-

epigallocatechin (EGC), (-)-epigallocatechin 3-gallate (EGCg), endothelial celi growth

supplement (ECGS), fibronectin, and sodium dodecyl sulfate (SDS) were from Sigma (St-Louis,

MO). flomastat (GM-6001) was from AM Scientific, Matrigel was ftom Becton Dickinson

Labware (Bedford, MA).

Ceil culture and irradiation treatrnent . HUVEC (ATCC) were used between the fourth

and eighth passages and were maintained in Endothelial Basal Medium (EBM, Clonetics)

containing 10% FBS, 40 tg/ml ECGS, 90 pg/ml heparin, 100 units/ml penicillin, 100 mg/ml

streptomycin, and were cultured under 95% air, 5% C02 atmosphere at 37°C. Irradiation

proceeded at room temperature as follows : CelIs seeded in sterile F75 culture flasks, or in 96-

well plates were treated with serum-free EBM supplemented or not with either 5 tM EGCg or
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EGC for 7-8 hours and were subjected to single doses of radiation. Celis were overlaid with

sufficient medium in order to provide efficient build up doses, and were irradiated with a 6MV

photon beam from an Elekta SL75 linear accelerator. The delivered radiation doses were

measured using thermoluminescence dosimetry (TLD) system with an accuracy of 7%. CelIs

were then overlaid with fresh EBM containing 0.5% FBS, and cultured overnight. Control (non

irradiated) ceils were handled similarly to those ceils that were subjected to IR.

Endothelial celi migration and proÏjfration assays: Celis were dislodged after brief

trypsinization, washed extensively and resuspended in serum-free EBM-2 12 lirs post-irradiation.

To assess migration, celis (l0) were dispersed onto 0.15% gelatin/PBS-coated chemotaxis filters

(Costar; $-tm pore size) within Boyden chamber inserts and allowed to adhere and migrate for 4

hours. Ceils that had migrated to the lower surface of the filters were fixed with 3.7%

formaldehyde, stained with 0.1% crystal violet/20% MeOH and counted by microscopic

examination. The average number of migrating ceils per field was assessed by counting at least

four random fields per filter. Data points indicate the mean obtained from three separate

chambers within one representative experiment. HUVEC proliferation was assessed as follows

using a cell metabolic reagent assay (WST- 1; Roche Molecular Biochemicals) for the microtiter

tetrazolium assay: Ceils (10 cells/well) were seeded in 96-well plates and proliferation assessed

at days 1 and 2 of culture. Cells were then subjected to increasing single dose irradiation as

described above. HUVEC proliferation was then monitored for the next 2 following days. The

number of living celis was determined by measuring the ratio between absorbances at 450 and

610 nm.

C
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EndotheÏiaÏ ceÏl moiphogenesis assay: Induction of tubulogenesis was measured using

Matrigel aliquots of 50 iL, plated into individual wells of 96-well tissue culture plates (Costar,

Amherst, MA) and allowed to polymerize at 37°C for at least 1 hour. Celis that were pre-treated

with EGC or EGCg and submitted to W were harvested by treatment with 0.05%

Trypsin/0.53mM EDTA. The cells were then washed in serum-containing medium to remove

any trace of EGC or EGCg, and then resuspended at 2x105 cells/ml in serum-free EBM-2. 100 jal

celi suspension was added into each culture well and cells were allowed to form capillary tubes

at 37°C under 95% air, 5% C02 for 4-5 hours. All experiments were performed at least three

times. for quantification of tube formation, the total length of the tubes formed in a unit area was

digitized and measured using the ECLWSE-software. For each test, five randomly chosen areas

were measured and averaged.

Endothelial celi adhesion assay : Adhesion assays were performed as previously

described (20). Briefly, adhesion wells were coated with 10 tg/ml fibronectin for 2h at 37°C,

and then blocked by adding a solution of PBS/BSA 0.5%. Ceils were harvested as a single ceil

suspension by treatment with 0.53 mlvi EDTA in PBS pH 7.2, added to the precoated wells and

allowed to adhere to the substrata for 2h at 37°C. After washing, adherent cells were stained with

a solution of 0.1% crystal violet/20% (v/v) MeOH and lysed with 1% SDS. Spectrophotometric

absorbance was then measured at 600 nm.

fÏuorirnetric caspase-3 activi/y assay: HUVEC were grown to about 60% confluence in

6-well dishes and treated with TNF-a, EGCg, or with R doses. Cells were then collected and

washed in ice-cold PBS pH 7.0. CeIls were subsequently lysed in Apo-Alert lysis buffer

(Clontech, Palo Alto, CA) for 1 hr at 4°C and the lysates were clarified by centrifugation at
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16,000 g for 20 min. Caspase-3 activity was determined by incubation with 50 iM caspase-3-

specific fluorogenic peptide substrate acetyl-Asp-Giu-Val-Asp-7-amino-4-trifluoromethyl-

coumarin (Ac-DEVD-AFC) in assay buffer [50 mM Hepes-NaOH (pH 7.4), 100 mM NaC1, 10%

sucrose, 0.1% 3-[(3-cholamidopropyi) dimethylammonio]- 1 -propanesuifonate, 5 mM DIT and 1

mlvi EDTAJ in 96-well plates. The release of AFC was monitored for at least 30 min at 37°C on

a fluorescence plate reader (Molecular Dynamics) (2ex=4OOnm, ?em=SOSnm).

Total RNA Isolation and Reverse Transcriptase-Folyrnerase Chain Reaction (R T-PcR,)

analysis. Total RNA was extracted from treated ceils using the TRIzol reagent. One microgram

of total RNA was used for first strand cDNA synthesis foiiowed by specific gene product

amplification with the InVitrogen One Tube RT-PCR kit (Buriington, ON). Primers for Mli

MMP, tTG, Cav-1, aipha(v) integrin, beta(1) integrin, and beta(3) integrin were ail derived from

human sequences, and PCR conditions have been optimized so that the gene products were

measured during the exponential phase of the amplification. PCR products were resolved on 2%

agarose gels containing 1 tg/ml ethidium bromide.

Western Blot Analysis Twenty four hours following ceil ionization, whole celi lysates

were prepared by resuspending the celis in a buffer containing 1% Triton X-100, 0.5% Nonidet

P-40, 150 mlvi NaCI and 20 mM Tris-HC1 pH 7.4. Celi lysates (30 jig protein / well) were

subjected to SDS-PAGE under reducing conditions and transferred to PVDF membranes.

Immunoblotting procedures were performed as previously described (21). PVDF membranes

were incubated with primary antibody, washed, and incubated with a secondaiy antibody

conjugated with horseradish peroxidase. Bound IgG were detected using a chemiluminescent
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substrate. hnmunoreactive bands were quantified by densitometric measurement using a

Personal Densitometer (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

FACS AnaÏysis t Celis (1 X 106 cells/sample) were washed twice with PBS and

resuspended in PBS containing 2% FBS. Celis were then incubated with either monoclonal anti

CD5Ï (integrin alpha(v)), anti-CD6Ï (integrin beta(3)), or anti-CD29 (integrin beta(1)) (BD

Pharmingen) for 60 mm, followed by incubation with PE-conjugated anti-mouse IgG for 30 min.

After washing twice with PBS, the cells were analyzed on the FACScalibur (Becton Dickinson

Cytometry System, Mansfield, MA).

Statistical datct anatysis: Data are representative of three or more independent

experiments. Statistical significance was assessed using Student’s unpaired t-test and was used to

compare migration and extent of capillary-like structure formation to untreated control basal

migration or HUVEC tube formation. Probability values of less than 0.05 were considered

significant, and an asterisk (*) identifies such significance in each figure.
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RESULTS

Subiethal Ïow single dose ionizing radiation partially inhibits endotheÏial ccii

proliferation. We first tested the sensitivity of exponentially growing HUVEC ccli cultures to

increasing doses of ionizing radiation (W). HUVEC celis were seeded, cultured for 2 days, and

subconfluent ceils were subjected to single doses of W. Ceil proliferation was measured cadi of

the next 2 days. We observed a dose-dependent decrease in the proliferative rate of HUVEC that

were irradiated with maximal inhibition at 30 Gy (Fig.la), undoubtedÏy due to W-induced G2

arrest in accordance with previous reports (22). When the proliferative rate (at day 4) of the celis

was plotted against the intensity of W, a dose-dependent effect was again observed with a haif

maximal effect at approximately 10 Gy (Fig.lb). To assess whether W induced HUVEC

apoptosis, which could aiso explain the ce!! growth anest, the pro-apoptotic caspase-3 activity

was assayed. We found that under the W conditions used, significant induction of caspase-3

activity was only observed at 30 Gy but not at lower W doses (Fig.lc). Neither did low

concentrations (5 iM) of EGCg induce caspase-3 activity, even in combination with up to 10 Gy

W (not shown). In contrast to this, a high (25 iIM) EGCg concentration and TNf-Œ induced a

marked increase in caspase-3 activity, as previously reported, in HUVEC (23, 24). Oniy those

living celis that escaped W-induced apoptosis were further investigated in the rest of our study.

Ionizing radiation triggers in vitro tubulogenesis and endotheÏial ccii migration. Wc

then assessed W effects on the angiogenic properties of HUVEC. Ceils were inadiated with

single doses and ieft in culture for 1$ hours post-irradiation. We then measured the basal

HUYEC migration capacity using modified Boyden chambers with geiatin-coated filters.

Increasing doses of irradiation were found to trigger HUVEC ce!! migration in a dose-dependent
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manner with a maximal 2.5-fold increase at 10 Gy (Fig.2a). Moreover, when these same celis

were plated onto Matrigel, capillary-like structure formation was also induced following single

dose irradiation (Fig.2b and 2c) with a similar plateau reached, as was seen for HUVEC

migration, at 10 Gy. These data suggest that W triggers the expression of angiogenic protein

markers involved in those endothelial ceils that escaped W-induced apoptosis as reflected by an

increase in both ceil migration and tubulogenesis.

Angiogenic rnarkers invoÏved in tubuÏogenesis are rnodulated by ionizing radiation in

HUVEC. Membrane-type-1 matrix metalloproteinase (Mil -MMP) has recently emerged as one

of the best-documented angiogenic molecular markers involved in both endothelial celI

migration and tubulogenesis (25, 26). We thus decided to monitor MT1-MMP protein

expression levels using Western-blot analysis following HUVEC irradiation. MTY-MMP protein

expression increased significantly following irradiation, and this was correlated with increasing

doses of W (Fig.3a). Concomitantly, the protein expression of Egr-1, a transcription factor that

regulates MT1-MMP gene expression, was also induced (not shown). We also assessed the

caveolin- 1 protein levels associated with these cells, as it was recently reported that caveolin- 1

enhanced endothelial capillary tubule formation (27). We observed that, whule MT1-MMP

protein expression was increased by 2.4-fold at 10 Gy (Fig.3b), caveolin-1 protein levels was

also significantly upregulated by increasing doses of W (Fig.3a and b). Finally, the expression of

tissue transglutaminase (tTG) was also monitored as its ceil surface expression at the leading

edge of motile cancer celis is known to regulate celI adhesion and locomotion (28). lnterestingÏy,

W of HUVEC led to a significant (42%) decrease in tTG expression in a dose-dependent manner

(fig.3a and b). Total ERK and 3-actin protein levels were not affected by irradiation
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demonstrating that this treatment did no affect the content of intracellular signaling transduction

or structural proteins.

Green tea constituent (-)-epigallocatechin-3-gallate antagonizes IR-induced

tubuÏogenesis in HUVEC. Recent evidence suggest that the antiangiogenic properties of specific

naturally occurring polyphenols present in green tea may help reduce the incidence of tumor

growth (12, 29). We thus treated HUVEC ceils with sublethal doses of (-)-epigallocatechin-3-

gallate (EGCg), which we have shown to be the most potent green tea catechin in affecting both

cancerous and endothelial cell angiogenic functions (19, 30), and tubulogenesis was assayed.

We observed that the W-induced HUVEC capillary-like structure formation was antagonized by

prior treatment with EGCg but not with EGC (Fig.4). Triterestingly, the action of other

antiangiogenic agents such as thalidomide or fumagilÏin could not counteract the IR-induced

tubulogenesis in HUVEC. Thalidomide’s effects were mostly demonstrated in growth-factors

induced angiogenesis (31, 32), while its effect on the basal angiogenic properties of endothelial

cells remains uncertain. Fumagillin’s lack of effect was also not surprising in light of its re

evaluation of selectivity towards endothelial cells (33) and mechanism of action mostly blocking

methionine aminopetidase-2 cell-cycle functions (34). Neovastat and ilomastat, both known to

inhibit MMP-mediated processes involved in tubulogenesis (35, 36), inhibited both the basal as

well as the W-induced capillary-like structure formation in HUVEC (Fig.4). In light of these

resuits, we further investigated the synergistic effects of low concentrations of EGCg combined

with low W, as this was the only treatment that did not affect the basal formation of capillaries

but which sensitized HUVEC to subsequent W.
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Gene expression of specific ce!! swface integrins is upregulated by JR in HUVEc. In

order to investigate further the ccli adhesive properties involved in HUVEC migration and

tubulogenesis, we decided to monitor the gene expression of tTG, a potent integrin-binding

adhesion col-eceptor involved in the binding of ceils to fibronectin, of caveoiin-1, and of several

other integrins. We observed that, whiie tTG, beta(1) integrin and aipha(v) integrin gene

expression remained unaffected by IR, caveolin-1 and beta(3) integrin gene expression were

found to be upreguiated by W (fig.5). Pre-treatment of HUVEC with EGCg downreguiated the

basal leveis of tTG and beta(3) integrin gene expression, but flot those of caveolin-l and

alpha(v) integrin (Fig.5). MT1-MMP gene expression was aiso significantly induced by W in

agreement with the protein expression levels, and that induction was unaffected by pretreatment

with low EGCg concentrations (Fig.5).

Ionizing radiation triggers increased adhesion of HUVEC on fibronectin. Recent

evidence showed that matrix-dependent proteolysis of surface tTG regulated ccli adhesion and

locomotion of cancer ceils (2$). Since W triggered an increase in MT1-MMP expression with a

concomitant decrease in that of tTG (Fig.3), we decided to monitor the adhesive ability of

HUVEC foliowing R. lnterestingiy, HUVEC adhesion to fibronectin was significantiy

increased when ceils were irradiated at 10 Gy (Fig.6a). This IR-induced ccli adhesion to

fibronectin was, however, antagonized when HUVEC were pretreated with EGCg. HUVEC

adhesion to coliagen and laminin was not increased by W (flot shown). These results prompted

us to further define the celÏ-surface integrins that are expressed in HUVEC and which up

reguiated ccli adhesion to fibronectin following W. This was performed by flow cytometry

anaiysis of cdl surface beta(l), beta(3), and aipha(v) integrin expression in irradiated HUVEC.
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Integrin beta(3) expression was found increased by R, confirming the increase observed in gene

expression (Fig.6b).
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DISCUSSION

Interference with tumor blood vesseis through anti-angiogenesis or vascular targeting can

indirectly suppress tumour growth. As tumour ceils are dependent on proliferating endothelial

celis for survival, it is thus tempting to target newly forming blood vessels as part of anti

angiogenic therapeutic approaches. Accordingiy, single doses of radiation have recently been

shown to preferentiaily damage the endotheliai cells (13,14), which could have profound

implications for cancer therapy. Targeting the vasculature of solid tumours using anti-angiogenic

agents, in parallel with W, seems to be a promising and selective novel treatment (37). For

instance, combining W with angiostatin, a proteolytic fragment of plasminogen, improved tumor

eradication (39-41). Most of the recent data, however, document the use of synthetic agents in

combination with radiotherapy. lnterestingiy, an alkylating agent such as temozolomide was

shown to prevent irradiation-induced glioma cell invasion (2). More recently, the orally availabie

VEGF receptor inhibitor PTK787 (22), combined with W was shown to decrease endothelial ceil

proiiferation and numbers of microvessels in tumour xenografts. AccordingÏy, other

antiangiogenic agents such as SU5416 (an inhibitor of VEGF receptor) and SU6668 (an inhibitor

for VEGF, FGF, and PDGF receptors) were also recently shown to increase the antitumour

effects of fractionated W (41). Ail these mechanistic evidence is of interest for the present study

as we have recently reported that the green tea catechin EGCg similarly inhibited the VEGF

receptor kinase activity in endothelial celïs (19). It is thus tempting to hypothesis that such

inhibitoiy mechanisrn be specffically responsible for the action of EGCg and other VEGFR

inhibitors in synergy with W. Some other promising synthetic agent, which potential receptor

tyrosine kinase inhibitory actions is suggested includes thalidomide (42). Gemcitabine,

paclitaxel, docetaxel, irinotecan and vinorelbine (43), as well as rofexobid (Vioxx), a specific
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COX-2 inhibitor that was found to inhibit endothelial ceil function in combination with W (44),

have shown improved toxicity profiles and appear to be effective both as single agents and in

combination with other treatments to target angiogenesis-dependent malignancies. However, the

radiosensitizing ability of these agents lias so far shown limited efficacy in the standard

treatments for patients with a number of types of cancer.

Tlie clinical potential of natural, dietary compounds to decrease the incidence of several

cancers as well as the multiple anti-cancer activities associated with one of these dietery sources,

green tea, tlirough anti-angiogenic properties were recently reviewed (29, 45). These inhibitory

activities affected soluble MMP secretion (30), MT1-MMP-mediated celI migration (46), and

antagonized tliree-dimensional endothelial ceIl-tube formation through inhibition of VEGF

receptor activity (19). In the present study, we further demonstrated that W upregulates

specialized angiogenic markers, namely MTY-MMP and caveolin-1, both known to regulate

endothelial cell migration and tubulogenesis. The W-induced increase in caveolin-l directly

correlates with the increase in capillaiy-like structure formation in HUVEC and is in agreement

with caveolin-1 involvement in tubulogenesis (27). Interestingly, while caveolin-1 is found

exclusively within cliolesterol-enriched plasma membrane domains, the MTI-MMP protein was

also recently sliown to be located partially at these specialized cell surface plasma membrane

regions (46). Moreover, these two proteins were found to regulate endothelial and cancer ceIl

angiogenic functions involved in celi migration and ECM adhesion (46, 47). 0f particular

interest are the findings that endothelial alpha(v)beta(3) integrin is also targeted to the same

caveolar microdomains in endothelial cells (47), plays an important role in R-induced adhesion

to both collagen and fibronectin (11), and interacts with MT1-MMP (48). Collectively, these

observations are suggestive of crucial protein interactions involving MT1-MMP/caveolin-
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Ï/alpha(v)beta(3) within a limited caveolar microenvironment at the celi surface and by which

angiogenic functions couid be specificaliy downregulated by combined anti

angiogenic/radiotherapeutic treatments (Fig.7).

Several unes of evidence indicate that integrins are a key factor in the interactions of celis

with ECM components (49). Studies have now ciearly established that R activates ccli surface

expression of vascular adhesion molecuies (50) and that integrin beta(3) is activated and

accumulates in the lumen of irradiated tumour blood vesseis (10). Accordingly, such crucial

observation lias ied to the generation of beta(3)-binding proteins that were shown to bind to

tumours following exposure to W. This strategy may eventualiy aiiow one to target dmg deÏivery

to W-induced neoantigens in tumor neovasculature (51, 52). li light of the observed W-induced

HUVEC adhesion property that we report herein on fibronectin and of its reversai by EGCg, one

may thus assume that EGCg specificauly modulates the cell’s interaction with fibronectin through

specific celi surface integrins, as previousiy suggested (53, 54). Moreover, modulation of signal

transduction pathways by tea polyphenols lias also heiped elucidate many moiecular meclianisms

of cancer chemoprevention by green tea (29). 0f particular interest is the suppression by tea

polyplienois of various tumour biomarkers and related transducing proteins including growth

factor receptor tyrosine kinases, cytokine receptor kinases, PI3K, and the serine/threonine Akt

(protein kinase B) (55). Interestingly, since the PI3KJAkt signai transduction pathway was

recently shown to be activated in HUVEC by R (56), it is thus tempting to suggest that this

same pathway may weli be inhibited by the actions of low EGCg concentrations, and may

profoundly moduiate adhesion receptor signaling. In addition, the action of EGCg may aiso

occur tlirough protection against oxidative cellular stress and genotoxic damage consequent to

the production of large amounts of reactive oxygen species at the time of irradiation (57-59).
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Our resuits further provide evidence of a complex interplay potentially involving other

key players at the ceil surface of endothelial celis, such as tTG, which are known to be regulated

by W-induced MTI-MMP expression and possibly through proteolysis by MTY-MMP (28).

Alternatively, one appealing hypothesis involves the early participation of thrombin, a critical

serine protease in the coagulation cascade and a potent promoter of angiogenesis. lndeed, its

reported cellular effects in HUVEC include upregulation of tTG expression and secretion (60),

upregulation of beta(3) integrin (61) and activation of proMMP-2 (62, 63). Thus, the many

actions of thrombin on endothelial celis may explain the well-known association between W

induced thrombosis, tumour neovascularization and beta(3) integrins. The latter have been

implicated in a wide variety of physiological functions, including platelet aggregation and

thrombosis, placentation, angiogenesis, bone remodeling, and tumor progression. Finally, recent

evidence concluded that therapeutic doses of ionic energy caused a transient increase in thrombin

generation during radiotherapy (64).

As combined antiangiogenic/radiotherapy treatments are already underway as Clinical

Phase I trials in aduit patients, we propose that the cooperative anti-tumoral effects of naturally

occurring green tea polyphenols possessing anti-angiogenic properties combined with irradiation

treatments will help optimize the present clinical treatments. The synergistic effects obtained

when radiotherapy is cornbined with low-dose metronomic anti-angiogenic therapy should thus

provide the underpinnings for the development of new therapeutic strategies using a

nutraceutical approach.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1: Sublethal Jow single dose ionizing radiation partially inhibits endotheliai ccli

proliferation. (A) HUVEC were seeded and cultured for two days, then subjected to

increasing single dose ionizing radiation as described in the Methods section. Celi

proliferation was monitored for two days following irradiation. (B) HUVEC

proliferation is expressed as the percent of maximal inhibitory effect observed at day 4

of proliferation. (C) HUVEC were treated with 5 iM or 25 j.tM EGCg, 25 ng/mJ TNF

a plus 1 .ig/ml cycloheximide for 24 hrs, or subjected to 1k as described in the

Methods section. Caspase-3 activity was measured in HUVEC 24 hrs post-irradiation

by using Ac-DEVD-AFC as a substrate. Proliferation and caspase-3 resuits are the

means ± S.D. of triplicate wells in a single experiment and are representative of three

separate experiments. * indicates statistically significant differences (P<O.05)

compared with the control non-irradiated HUVEC using Student’s t-test.

Fig.2: IR triggers in vitro tubuiogenesis and endotheiial ceil migration. (A) HUVEC were

subjected to increasing doses of R, and then left to recuperate at 37°C overnight. Cells

were harvested and migration assessed on gelatin-coated filters using modified Boyden

chambers. (B) The same ionized HUVEC were also used to monitor the extent of

three-dimensional capillary-like structure formation on Matrigel, and tubulogenesis

was quantified as described in the Methods section (C). * indicates statistically

significant differences (F<O.05) compared with the control non-irradiated HUVEC

using Student’s t-test.
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Fig.3 Celi surface angiogenic markers are modulated by IR in HUVEC. (A) Celis were

cultured and subjected to R. Ccli lysates (30 tg protein / well) from cadi condition were

loaded on SDS-gels, and then transferred to PVDF membranes. linmunodetection of the

specific angiogenic markers was carried out as described in the Methods section. (B)

Quantification of control (0 Gy, with bars) and irradiated (10 Gy, black bars) HUVEC

lysates was performed by densitometry. The resuits are the means ± S .D from three

independent experiments. * indicates statistically significant differences (P<0.05)

compared with the control non-irradiated HUVEC using Student’s t-test.

Fig.4: Green tea constituent (-)-epigaliocatechin-3-gailate antagonizes IR-induced

tubuiogenesis in HUVEC. Cells were treated with several potent antiangiogenic agents

as described in the legend to Fig.2, and tubulogenesis assessed on Matrigel. Ceils were

treated for 7 hrs prior to irradiation with sub-lethal doses of 5 iM EGC or EGCg, 0. iX

neovastat (Neov), 1 tg/m1 thalidomide (Thali), 0.2 ig/mJ fumagillin (Fuma), or 20 tM

ilomastat (lb). Capillary-like structure formation resuits are the means ± S.D. of

triplicate wells in a single experiment and are representative of two separate

experiments. * indicates statistically significant differences (F<0.05) compared with the

control non-irradiated HUVEC using Student’s t-test.

Fig.5 Gene expression of specific ccli surface integrins is upregulated by IR in HUVEC.

Ceils were pretreated (or not) with 5 .iM EGCg and then subjected to 10 Gy R. Total

RNA was isolated and gene expression levels of tTG, MT1-MMP, Cav-1, alpha(v)

integrin, beta(1) integrin, and beta(3) integrin were assessed by RT-PCR using human

primer sequences as described in the Methods section.
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Fig.6: Ionizing radiation specifically upregulates endothelia] ceil surface expression of

beta(3) integrin and adhesion on fibronectin. (A) Ceils were pretreated (triangles) or

flot (circles) with 5 iM EGCg and then subjected to 10 Gy R (closed circles, closed

triangles). CelI adhesion was monitored on increasing concentrations of fibronectin. The

figure represents one of two independent experiments. For the sake of clarity, error bars

are only represented for the irradiated celis. (B) Subconfluent HUVEC were subjected to

10 Gy W and harvested in parallel with non-irradiated control ceils after 18 lirs to

measure the cell surface expression of alpha(v) integrin, beta(1) integrin, and beta(3)

integrin. Flow cytometry was performed after immunostaining with monoclonal

antibodies against adhesion molecules (shaded plots) as well as IgGi isotype control

MoAb (open plot). X-axis, fluorescence in arbitraiy units; Y-axis, celi number. The

figure represents one of two independent experiments.

Fig.7 : Schematic representation of the proposed IR-induced molecular and cellular events

that are antagonized by EGCg in endothelial ceils. (A) Low subleathal dose of

ionizing radiation (R) that does not trigger apoptosis in endothelial ceils induces the

gene expression of several angiogenic ceil surface markers. (B) While induction of

caveolin-1 and MTY-MMP at the celi surface triggers ceil migration and tubulogenesis,

that of integrin f33 enhances ceil adhesion (C). Pretreatment of the endothelial cells with

low concentrations of the green tea catechin EGCg sensitizes those cells that escaped R

induced apoptosis by down-regulating the gene expression of the above mentioned celi

surface markers (D) and subsequently antagonizes W-induced ceil adhesion and

tubulogenesis. Also depicted, is the potential regulation of tTG at the ceil surface by
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MTY-MMP. The latter can cleave tTG which can then limit its ceil surface availability

and function in endothelial ce!! migration and celi adhesion. This model reflects the

specific and dynamic effects that the anti-angiogenic properties of EGCg can provide in

synergy with low dose radiotherapy in order to target those endothelial celis that escaped

W-induced apoptosis.
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5.1 La régulation des propriétés angiogéniques des M$C par

l’hypoxie

Des études récentes ont montré que les cellules souches mésenchymateuses (MSC)

provenant de la moelle osseuse peuvent manifester des phénotypes cellulaires et moléculaires les

apparentant aux cellules endothéliales (52-55). De plus, ces cellules répondent à des facteurs de

croissance libérés par des cellules tumorales et des cellules endothéliales (100). Ces observations

renforcent la possibilité qu’elles puissent contribuer à l’angiogenèse tumorale. À la lumière de

cette hypothèse, nous avons choisi d’étudier l’effet de l’hypoxie sur les propriétés angiogéniques

des MSC, car l’hypoxie reflète la tension réduite en oxygène observée près des masses

tumorales, et elle est connue pour son habilité à induire l’angiogenèse tumorale (101).

Nous avons observé que l’hypoxie augmente la migration des MSC ainsi que leur habilité

tubulogénique, deux fonctions cellulaires requises dans l’angiogenèse. La dégradation de la

membrane basale, et le remodelage de la MEC, médié par l’activité protéolytique des MMPs,

sont nécessaires avant que les cellules ne puissent se déplacer à travers la MEC. D’abord, nous

avons constaté que l’hypoxie diminue l’activité gélatinolytique de la MMP-2; cela a été corrélé

avec une diminution de son expression génique; cependant, l’expression génique et protéique de

la MT 1 -MMP est plus augmentée en hypoxie, ce qui corrèle avec des niveaux plus hauts de

l’EGR-l en hypoxie. Au vu de ces observations, nous avons décidé d’examiner la valeur

fonctionnelle de ces résultats.

Le blocage spécifique de la fonctionnalité de la MT1-MMP par l’EGCg ou par un

anticorps ciblé à son site catalytique, inhibe de façon plus spectaculaire l’angiogenèse que

l’action des inhibiteurs non-spécifiques des MMPs comme le Marimastat. Cela démontre que la

MT1-MMP plutôt que la MMP-2 est indispensable à l’angiogenèse. En fait, le rôle de la MT1-

MMP dans le phénotype angiogénique des cellules endothéliales a été bien établi par plusieurs

groupes (26-28). D’après nos observations, la MT1-MMP et non pas la MMP-2 semblerait être le

modulateur principal des propriétés angiogéniques dans les conditions d’hypoxie; cela semble

paradoxal en partie vu que l’activité de la MMP-2 a été corrélée directement avec l’angiogenèse
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tumorale (38). Ii se pouffait aussi que la MTI-MMP une fois dans le foyer tumoral active la

proMMP-2 libérée par les cellules cancéreuses et endothéliales plutôt que la sienne, et de cette

façon elle contribuerait à l’angiogenèse tumorale. Cette hypothèse reste toutefois à être vérifiée.

L’hypoxie serait donc capable d’activer directement la migration et la tubulogenèse des

MSC. Nous nous sommes demandé par contre si elle pouvait aussi activer indirectement ces

fonctions angiogéniques en induisant la production des facteurs de croissance dans ces cellules.

Nous avons observé que des milieux conditionnés par des MSC soumises à l’hypoxie

augmentent le profil migratoire des MSC non traités. Le même phénomène a été constaté lorsque

des milieux conditionnés de U87 ont été utilisés. Cela suggère que l’hypoxie induit la production

des facteurs de croissance par les cellules qu’elle affecte, et que ces facteurs modulent les

propriétés migratoires de façon autocrine et paracrine des cellules environnantes y compris les

MSC. Le VEGF est le facteur de croissance angiogénique le mieux connu pour sa contribution à

l’angiogenèse tumorale. Nous avons détecté un haut niveau de VEGF sécrété dans le milieu

conditionné par les MSC en hypoxie. Cela corrèle avec des niveaux plus hauts du transcrit de

HIE-let, un facteur de transcription activé exclusivement par des bas niveaux d’oxygène, qui

active l’expression du VEGF. Il a été démontré que l’EGR-l active l’expression du b-FGF (103).

Vu que les niveaux d’EGR-l sont plus hauts en hypoxie dans les MSC, il est fort probable que le

b-FGF soit produit en grande quantité aussi. fi serait intéressant de vérifier cela, et de voir si

d’autres facteurs de croissance seraient aussi induits par l’hypoxie.

La HIE est probablement le facteur de transcription le plus important pour son rôle dans

le développement du cancer et de l’angiogenèse tumorale, il n’est pas le seul à être activé par

l’hypoxie (103). fi est maintenant connu que l’EGR-l, un autre facteur de transcription qui induit

des réponses cyto-protéctrices contre le stress cellulaire, est aussi activé par une tension réduite

en oxygène, et agit indépendamment de la HIE-1 dans la promotion de l’angiogenèse tumorale

(104). Par exemple la MT1-MMP est une metalloprotéinase dont l’expression génique est

régulée par l’EGR-l et non par HIE-l, sans lequel les cellules endothéliales ne pourraient pas

former de tubes capillaires. D’autres facteurs de transcription pourraient aussi être activés

indépendamment de la HIE-1, mais ils pourraient agir séparément ou en conjonction avec HIE-1.

En effet, la HIE-1 est induit de façon non—spécifique dans tous les types de cellules par
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l’hypoxie. Cependant la nature des gènes activés par celui-ci dépend de la lignée cellulaire sur

laquelle il agit, il est très possible alors que cela dépende de l’interaction de la HW-l avec

d’autres facteurs de transcription (18).

Le VEGF exprimé en grande quantité en hypoxie dans les MSC laisse supposer qu’il

puisse jouer un rôle primordial dans les propriétés angiogéniques de ces cellules. Cependant,

nous avons constaté que le VEGF n’induit qu’une activation marginale de la migration des MSC

par rapport à d’autres facteurs de croissance tels que le b-FGF ou la S-1-P. Ces observations

corrèlent avec des études qui montrent que le VEGFR-2 est faiblement exprimé (55), et notre

étude démontrant que le récepteur de la S-l-P, EDG-l est fortement exprimé (105, voir annexe)

dans les MSC dans leur état basale. D’après ces observations, il est aussi possible que les MSC

expriment fortement les récepteurs du b-FGF dans leur état basal; en particulier, il serait

intéressant de vérifier si le FGFR-1 est hautement exprimé dans les MSC, car de tous les

récepteurs FGFR, connus jusqu’à présent, seul le rôle du FGFR-l dans la néovascularisation a

été établi (106). Le fait que le VEGF n’induise pas une migration significative des MSC pourtant

n’indique pas qu’elles ne puissent pas participer à l’angiogenèse tumorale. En effet, il a été

rapporté que les fibroblastes sont nécessaires pour l’induction des propriétés angiogéniques des

cellules endothéliales (107). 11 est possible que les MSC se différencient en des fibroblastes une

fois dans le foyer tumoral et qu’elles expriment le VEGF pour aider au recrutement des cellules

endothéliales. Une autre possibilité, est que le VEGF joue un rôle dans la différenciation des

MSC en des cellules endothéliales. En partant de cette hypothèse, des études ont démontré que le

traitement prolongé au VEGf des cellules progénitrices multipotentes adultes (MAPCs) induit

l’expression des marqueurs des cellules endothéliales et du VEGFR-2 (55). Étant donné la courte

durée de 4 heures d’exposition des MSC au VEGF, il n’est pas étonnant que ce facteur de

croissance n’ait pas eu d’effets significatifs sur leur profil migratoire. Si le même traitement

prolongé causait les mêmes effets dans les MSC, le VEGF pourrait aussi induire une migration et

une formation des structures capillaires par les MSC.

La participation des muscles lisses est nécessaire à la maturation des vaisseaux

capillaires. Vu que les MSC peuvent se différencier en des cellules musculaires lisses (108), il

est possible qu’elles contribuent à la stabilisation des réseaux capillaires tumoraux. La tension
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réduite en oxygène retrouvée dans les masses tumorales induirait les MSC à migrer vers la

tumeur et à interagir avec les cellules tumorales et les cellules endothéliales. Ensuite une partie

des MSC près des cellules endothéliales pourrait se différencier en des cellules musculaires

lisses. Plus tard, l’hypoxie induirait les cellules endothéliales à sécréter le b-FGF qui induirait la

prolifération des cellules musculaires lisses (109) de façon à stabiliser le réseau capillaire

sanguin dans la masse tumorale.

En conclusion, une tension réduite en oxygène tel que mesuré à l’intérieur des masses

tumorales peut agir seule, ou en synergie avec des facteurs de croissance produits par les cellules

tumorales pour induire les propriétés angiogéniques des MSC. Elle pourrait aussi induire la

production des facteurs de croissance dans les MSC, qui agiraient sur elles mêmes et sur les

tumeurs. De cette façon il y aurait un effet direct de l’hypoxie, et une régulation autocrine et

paracrine des propriétés angiogéniques des MSC et des propriétés invasives des tumeurs. Les

MSC seraient ainsi recrutées dans le foyer de la tumeur, et pourraient contribuer à l’angiogenèse

tumorale par leur différenciation en cellules endothéliales. En accord avec cette hypothèse, des

études démontrent que les MSC CD3 F implantées dans des billes de matrigels (une substance

refletant les conditions de la MEC) injectées en présence ou en absence des glioblastomes U87

sont capable de se différencier en des cellules endothéliales exprimant l’antigène CD3 1 (53,

100). Alternativement, elles pourraient se différencier en des fibroblastes qui aideraient au

recrutement des cellules endothéliales par l’intermédiaire du VEGF (107), ou aider à stabiliser

les réseaux capillaires déjà présents dans la tumeur en produisant des cellules musculaires lisses

autour des cellules endothéliales.

Une des limitations de notre étude se situe dans l’interprétation des résultats observés, dû

au fait que les MSC soient une lignée de cellules “hétérogènes”. Elles manquent de critères de

reconnaissance spécifiques et leur difficile accès tissulaire les rendent difficiles à purifier à

homogénéité (105). On trouve dans cette hétérogénéité diverses sous-populations de précurseurs

cellulaires d’où proviennent des fibroblastes, des ostéoblastes, des myoblastes, des cellules

endothéliales mésodermiques et d’autres comme mentionnés auparavant; ce qui veut dire que nos

résultats ne sont attribuables qu’à une sous-population de cellules ne représentant qu’une fraction

de MSC. Cependant, d’après nos observations il est problable qu’il y ait au moins une sous-
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population dans les MSC dont les propriétés pro-angiogéniques sont activées par l’hypoxie, qui

pourraient se différencier en des cellules endothéliales et contribuer à l’angiogenèse tumorale.

De plus il y aurait aussi des sous-populations qui peuvent se différencier en des fibroblastes et en

cellules musculaires lisses et y contribuer aussi comme mentionné ci-dessus.
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5.2 La modulation des propriétés angiogéniques des

cellules endothéliales par l’irradiation.

La radiothérapie est souvent utilisée comme option thérapeutique dans le traitement de

divers cancers. Cependant, elle peut parfois être peu efficace due à la haute radiorésistance

intrinsèque de certaines cellules cancéreuses. De plus, des tumeurs secondaires peuvent surgir

suite à la rémission d’une première tumeur traitée à la radiothérapie. Des études ont été

effectuées sur plusieurs lignées des cellules cancéreuses radiorésistantes qui montrent que des

doses sublétales de rayons ionisants augmentent leurs propriétés invasives (62-65). Vu que les

tumeurs dépendent grandement de l’angiogenèse pour se développer et envahir d’autres tissus, il

est probable que ce processus biologique y soit impliqué aussi. En fait, Hast et aÏ (110) ont

rapporté que l’irradiation provoque la prolifération des fibroblastes et l’angiogenèse avant

l’apparition des tumeurs secondaires dans des souris. Cela suggère que les cellules endothéliales

y contribueraient aussi. Toutefois, l’effet de l’irradiation sur les cellules endothéliales est peu

connu. Nous avons donc décidé d’étudier les effets des rayons X sur le profil angiogénique des

cellules endothéliales.

D’abord nous avons testé l’effet de l’irradiation sur la prolifération et l’activité pro

apoptotique de la caspase-3 pour décider à quelles doses nous devions traiter ces cellules. Nos

travaux et d’autres études (66) démontrent une atténuation de la prolifération et une induction

significative de l’apoptose à des doses d’irradiation supérieures à 10 Gy. Nous avons donc utilisé

des doses croissantes d’irradiation jusqu’à 10 Gy pour nos études.

Nous avons observé que des doses croissantes d’irradiation induisent la hausse de la

migration cellulaire ainsi que la formation des structures capillaires des cellules endothéliales.

Nous avons également observé des niveaux plus hauts de MTY-MMP, ce qui corrèle avec

l’induction de son facteur de transcription, l’EGR-l par l’irradiation (23). L’expression de la

cavéoline-1 est aussi induite par l’irradiation. Vu que les activités de la MTY-MMP (26-28) et de

la cavéoline-l (36, 37) corrèlent directement avec la tubulogenèse des cellules endothéliales.

L’induction de la tubulogenèse par l’irradiation implique potentiellement ces deux molécules.
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Sonveaux et aÏ (111) ont aussi rapporté que l’irradiation augmente le profil angiogénique des

cellules endothéliales, mais par l’intermédiaire d’une voie impliquant l’oxyde nitrique (NO). Il

pourrait y avoir un lien fonctionnel entre la voie de NO et la MTY-MMP. Des études rapportent

la modulation de l’expression de la MMP-1 (112), la MMP-2 et la MMP-9 (113) par la NO.

L’expression de la MTÏ-MMP pourrait être potentiellement régulée par la NO aussi, cette

hypothèse doit toutefois être vérifiée.

La radiothérapie peut causer l’apparition des tumeurs secondaires. Cependant, son

efficacité ne peut pas être négligée; il a été démontré qu’elle prolonge la survie moyenne des

patients souffrant des glioblastomes de 6 à 8 mois (64). Si on l’utilisait pour cibler la vasculature

tumorale plutôt que les cellules tumorales, il serait possible d’augmenter son rendement, et de

minimiser ses effets secondaires (114). Cela pourrait être accompli en combinant l’irradiation à

des traitements faissant appel à divers agents anti-angiogéniques. Nous avons testé la capacité de

plusieurs types d’agents anti-angiogéniques incluant des catéchines du thé vert comme l’EGC et

l’EGCg, des produits naturels en essai clinique comme le Néovastat, et des inhibiteurs

chimiothérapeutiques comme la thalidomide, la fumagiline et l’ilomastat, pour bloquer la

tubulogelonèse activée par l’irradiation. Seulement l’EGCg a agi sur la tubulogenèse activée sans

perturber celle de base. fl est intéressant de noter que l’EGC qui n’a eu aucun effet sur la

tubugenèse, a une structure chimique semblable à l’EGCg, sauf par l’absence d’un groupe gallate

(figl.9). Cela suggère que le gallate joue un rôle indéniable dans l’activité inhibitrice de l’EGCg.

Éventuellement, il serait intéressant de mener d’autres études vérifiant si le gallate seul ou

l’intégrité totale de la structure de l’EGCg est nécessaire aux activités anti-angiogéniques de

cette molécule.

Nous avons aussi observé que l’EGCg antagonise même l’expression de la cavéoline-1

activé par l’irradiation, ce qui explique ses effets sur la tubulogenèse dans les cellules

endothéliales. Cependant, les niveaux d’ARN de la MT1-MMP ne sont pas affectés à cette

concentration (96). Les résultats obtenus avec l’irradiation et avec l’EGCg sur la tubulogenèse

des cellules endothéliales corrèlent avec un phénomène similaire que l’on observe dans

l’adhérence des cellules endothéliales comme nous avons observé. L’irradiation augmente

l’adhésion des cellules endothéliales à la fibronectine, cet effet est remis à des niveaux de base
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par l’irradiation. La fibronectine est une des protéines structurales majeures de la MEC. Les

cellules intéragissent avec cette protéine et avec d’autres protéines structurales par

l’intermédiaire des récepteurs connus comme les intégrines. Nous avons démontré que

l’expression de l’intégrine 133, est modulée par l’irradiation et antagonisée par l’EGCg tandis que

celle de l’intégrine av reste inaffectée. Cette observation corrèle avec des études démontrant que

l’irradiation active l’expression des molécules d’adhésion cellulaire (115) et que les niveaux

d’intégrine f33 sont plus hauts dans les parois des lumières des cellules endothéliales des

vaisseaux capillaires tumorales suite à l’irradiation. Dans les cellules endothéliales, onze types de

combinaisons d’intégrines cc et f3 sont présents dont l’intégrine avf33 qui a été le mieux

caractérisé pour son rôle dans l’angiogenèse (38). 11 est possible que l’irradiation induise ainsi la

formation de l’intégrine avf33 et donc l’adhérence à la fibronectine; dans ce cas le facteur

limitant serait l’intégrine 133. Nous avons remarqué aussi une diminution de l’expression de la

tranglutaminase tissulaire (tTG) par l’EGCg. Paradoxalement, l’irradiation ne module pas sa

transcription. De plus, les niveaux de tTG à la surface cellulaire diminuent avec des doses

croissantes d’irradiation. Belkin et al (19) ont démontré que la MT1-MMP clive et inhibe la tTG

à la surface cellulaire. Cela expliquerait l’augmentation du niveau de la MTY-MMP, et la

réduction des niveaux de la tTG par l’irradiation, à la surface cellulaire. La tTG en collaboration

avec l’intégrine f33 module l’adhésion cellulaire à la fibronéctine aussi (116). Mais si cela était le

cas, l’irradiation devrait réduire l’adhésion. Cela suggère que dans les cellules endothéliales

l’intégrine 133 pourrait potentiellement moduler cette fonction cellulaire par elle-même, et que la

tTG ne joue qu’un rôle secondaire. De plus, Belkin et aÏ (19) ont suggéré que la fibronectine

potentiellement protège la tTG de la dégradation par la MT1-MMP. À la lumière des résultats

obtenus et des rapports provenant de la littérature, l’intégrine f33 serait ultimement la molécule

d’intérêt dans la médiation de l’adhérence cellulaire à la fibroenéctine et serait potentiellement

une des cibles moléculaires majeures dans l’établissement des thérapies anticancéreuses.

C
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fig 5.1. Effets cellulaires et moléculaires de l’irradiation et de I’EGCg sur les cellules
endothéliales.

Les effets de l’irradiation et de l’EGCg sur le phénotype angiogénique des cellules

endothéliales pourraient donc être expliqués de la façon suivante (Fig 5.1). L’irradiation

activerait des facteurs de transcription dans le noyau de la cellule endothéliale qui à leur tour

induiraient l’expression génique des modulateurs angiogéniques comme la MTY-MMP, la

cavéoline-1, et l’intégrine 133 (A). Une fois mises à la surface cellulaire, ces molécules

augmenteraient l’adhésion (B) et ainsi la migration et la tubulogenèse par les cellules

endothéliales (C). L’EGCg à une basse concentration antagoniserait les effets de l’irradiation sur

l’expression des modulateurs angiogéniques (D), alors elle bloquerait l’adhésion cellulaire et

donc la migration et la tubulogenèse par les cellules endothéliales. La hausse de la MT1-MMP

par l’irradiation causerait le clivage et l’inactivation de la tTG à la surface cellulaire (E) et

devrait en théorie interférer avec l’adhésion cellulaire à la MEC. Par contre, il est possible
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qu’elle soit protégée du clivage par la fibronectine, ou qu’elle ne joue qu’un rôle secondaire dans

cette fonction cellulaire par rapport à l’intégrine f33.
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Chapitre 6

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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D’après l’ensemble de nos résultats et des études dans la littérature, nous pouvons

conclure que les MSC possèdent des caractéristiques angiogéniques qui peuvent être régulées par

l’hypoxie directement, ou indirectement par l’action des facteurs de croissance. Ces facteurs de

croissance seraient multiples et influenceraient de façon autocrine et paracrine les propriétés

angiogéniques et vasculogéniques des MSC. De plus, nous avons identifié plusieurs facteurs de

croissance tels le b-FGF et la S-l-P, pouvant réguler ces propriétés.

Des évidences récentes attribuent à la HW-l, la résistance à la radiothérapie et à la

chimiothérapie (117, 11$). La résistance des cancers à la chimiothérapie est basée sur des

niveaux élevés de la protéine MDR-1 dans les cellules tumorales. Il faut noter que l’expression

de MDR-l est sous contrôle de la HW-l. Compte tenu du rôle global de la HIF-1 dans

l’angiogenèse tumorale et dans les fonctions des cellules cancéreuses, des traitements ciblant

celle-ci permettraient de bloquer simultanément plusieurs mécanismes responsables pour la

formation et même la progression tumorale. fi a été démontré que l’inhibition HIE-l par knock

out bloque l’angiogenèse tumorale et donc le développement des tumeurs; l’expression de MDR

1 devrait aussi être atténuée en conséquence. Il serait donc intéressant d’explorer la possibilité de

combiner des traitements anti-angiogéniques, anti-tumoraux et anti-HIE-1 pour augmenter

l’efficacité des thérapies anti-cancer. En bref, HIE-1 est une cible thérapeutique potentiel

majeure à considérer.

Enfin, l’activité de la MT1-MMP est indispensable pour le remodelage de la MEC et

donc dans la manifestation de la migration et de la tubulogenèse des MSC en réponse à une

condition d’hypoxie semblable à celle reflètant l’intérieur des masses tumorales.

Les MSC pourraient être recrutées dans la tumeur, et contribuer à sa vascularisation

probablement par différenciation en des cellules endothéliales. D’ailleurs, on a constaté dans une

autre étude que les MSC augmentent la vascularisation de la tumeur et qu’elles expriment CD3Ï,

un marqueur présent dans les cellules endothéliales, lorsque co-injectées avec des glioblastomes

U87 de façon sous-cutanée dans des souris. De plus, elles répondent aux stimuli des milieux

conditionnés isolés de diverses lignées de cellules endothéliales (105). fi est possible que les

MSC contribuent à l’angiogenèse tumorale par différenciation en des fibroblastes ou en des
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cellules musculaires lisses aussi. Les MSC pourraient donc participer dans l’établissement du

réseau capillaire au sein de la tumeur, ou dans sa stabilisation. Ces propriétés angiogéniques

pourraient avoir des répercussions dans la mise en place de thérapies utilisant des MSC.

Plusieurs approches thérapeutiques sont utilisées dans le traitement de divers cancers

dont la chirurgie, la chimiothérapie, l’immunothérapie, la radiothérapie, et la thérapie génique

entre autres. L’option thérapeutique à utiliser dépend de la nature, et du stade de la pathologie,

puisque les différents cancers aux différents stades de développement peuvent être patho

physiologiquement différents et donc pas toutes répondraient de la même façon aux divers

traitements de la maladie.

La thérapie génique constitue une nouvelle option thérapeutique consistant à transférer un

gène dans un organisme malade pour réparer des défauts génétiques et ainsi le guérir. Cette

technique implique deux éléments principaux, soit un gène et un vecteur pour le transporter vers

une cellule cible. Cette approche pourrait s’avérer très utile pour le traitement des cancers aux

tumeurs solides et permettrait de cibler spécifiquement les tumeurs et/ou les cellules

endothéliales impliquées dans leurs vascularisation. Trois grandes stratégies pour la thérapie

génique du cancer sont actuellement développées: la stimulation du système immunitaire, la

manipulation des oncogènes et l’induction de l’apoptose dans les cellules cancéreuses. Une

quatrième stratégie ciblant l’angiogenèse tumorale pourrait aussi être efficace dans l’éradication

de la tumeur, car elle couperait l’approvisionnement des nutriments et de l’oxygène aux tumeurs

en ciblant les réseaux capillaires tumoraux. Certaines études ont démontré l’efficacité

antitumorale de l’angiostatine, un inhibiteur angiogénique physiologique, en agissant

spécifiquement sur les cellules endothéliales (107, 108).

Les adénovims modifiés sont souvent utilisés comme des vecteurs pour la thérapie

génique. Nos donnés et d’autres études (119) soutiennent l’hypothèse que les MSC pourraient

servir aussi comme vecteurs dans la thérapie génique contre les cancers. Nous suggérons que les

MSC puissent s’infiltrer dans les masses tumorales, réguler la formation des réseaux capillaires

et potentiellement y exprimer des gènes encodant des protéines anti-cancéreuses pour stimuler

soit des réponses immunitaires, soit apoptotiques, soit anti-invasives contre les tumeurs, soit
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même induire une régression des tumeurs en détruisant leurs réseaux capillaires et donc leur

approvisionnement en nutriments et oxygène. Cependant, il serait important de bien coordonner

le temps d’expression des gènes par les MSC uniquement une fois recrutées dans les tumeurs et

non pas avant, car une manifestation trop tôt de ces traitements thérapeutiques pourraient agir sur

les MSC et empêcherait leur infiltration dans la tumeur.

L’apparition des tumeurs secondaires suite au traitement d’une tumeur à la radiothérapie

pourrait être expliquée par une augmentation du profil invasif de certaines lignées des cellules

cancéreuses radio résistantes par l’irradiation. Dans cette étude nous avons démontré que

l’irradiation à des doses sublétales induit la migration et la tubulogenèse des cellules

endothéliales. Cela corrèle avec des études démontrant que l’irradiation augmente l’angiogenèse

(110, 120). De cette façon, l’angiogenèse précéderait l’apparition des tumeurs secondaires.

D’après nos observations et d’autres études, il est très probable que ce phénomène soit modulé

par la cavéolin-l, la MTI-MMP et l’intégrine f33.

La cavéoljne-1 est souvent localisée dans des domaines membranaires riches en

cholestérol, qui caractérisent les cavéoles. fl a été démontré que la MTY-MMP et l’intégrine

Œv133 se localisent en partie dans ces mêmes domaines membranaires (35, 9$). À la lumière de

ces observations et de nos résultats, nous suggèrons que les mécanismes moléculaires pouvant

potentiellement réguler les effets de l’irradiation sur le phénotype angiogénique des cellules

endothéliales pourraient impliquer des interactions entre la cavéoline-1, la MT1-MMP, et

l’intégrine Œv133. Ces molécules seraient donc des cibles moléculaires importantes dans le

développement des thérapies contre l’angiogenèse tumorale. Une approche thérapeutique ciblant

ces molécules devrait viser soit à inhiber leurs activités et leurs interactions, ou à diminuer leur

expression génique dans les cellules endothéliales participant à la néovascularisation tumorale.

Que ce soit dans les MSC ou dans les cellules endothéliales, on rapporte l’importance de

la MT1-MMP et du VEGF dans les propriétés angiogéniques induites par des conditions de

stress cellulaire comme l’hypoxie ou l’irradiation. Ceci aurait des implications importantes dans

l’efficacité des traitements anti-cancéreux puisque la MT1-MMP est non seulement

indispensable pour le déroulement de l’angiogenèse, mais son activité est aussi important pour
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les propriétés malignes des divers lignées cancéreuses (121, 122). De plus l’activation de la pro

MMP2 par la MT1-MMP (123) a été corrélé avec le potentiel invasif des tumeurs (124) et avec

l’angiogenèse tumorale (34, 42). fi semble que le domaine catalytique extracellulaire seul serait

important pour l’activation de la proMMP-2, tandis que la structure complète de cette protéine,

c’est-à-dire les domaines extracellulaire, transmembranaire et cytosolique sont indispensables

pour la transduction d’une voie de signalisation intracellulaire qui active ERK, une protéine

kinase qui agit sur divers effecteurs pour réguler plusieurs fonctions cellulaires dont la

prolifération et la migration (125). Le VEGF quant à lui a été identifié comme agent anti

apoptotique, et promoteur de la survie et la prolifération des cellules endothéliales et des cellules

tumorales face à divers modes de traitement chimio ou radio thérapeutiques (126).

Plusieurs agents synthétiques ciblant ces molécules sont disponibles. Les inhibiteurs

dérivés de l’hydroxamate par exemple comme l’ilomastat et le marimastat inhibent l’activitité

catalytique des MMPs (69). Des inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase du récepteur de VEGF,

VEGfR-2, comme le PTK7$7 (127) et le SU5416 (12$) ont aussi des effets anti-tumoraux

puissants. Cependant on suggère comme alternative à ces agents une approche

nutrathérapeutique, par l’utilisation des agents naturels trouvés facilement dans les aliments

qu’on consomme pour un traitement en synergie avec la radiothérapie ou autres agents

anticancéreux. L’homme utilise depuis des millénaires des produits naturels possédant de

propriétés médicales et donc a développé des mécanismes lui permettant de les métaboliser sans

toxicité; ceci n’est pas souvent le cas pour les substances synthétiques. Donc, on suggère

l’utilisation des agents naturels anti-angiogéniques à longue portée comme l’EGCg, que

l’homme consomme sous forme de thé vert depuis 5000 ans, qui sert d’anti-oxidant, bloque la

MTY-MMP au niveau de son expression génique ainsi que de son activité catalytique y compris

l’activation de la proMMP-2 (123), et inhibe la signalisation du VEGF par l’intermédiaire de son

récepteur VEGFR-2 (89, 91), en co-traitement avec des faibles doses d’irradiation, pour

optimiser leur potentiel anti-cancéreux, tout en réduisant les effets secondaires. D’autres produits

naturels ont aussi des potentiels anti-cancéreux intéressants. Par exemple, la curcumine, une

composante de la poudre du curry est un puissant anti-oxydant, capable d’antagoniser la

migration cellulaire des cellules endothéliales induite en inhibant l’expression des MMPs (129)

et même l’angiogenèse in vivo (130). De plus, il a été démontré que la curcumine réduit la
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production de VEGF (131) et induit l’apoptose dans des astrocytomes (132). fi s’agit aussi d’un

produit naturel, et pourrait donc être potentiellement utilisée comme traitement anti

angiogénique et anti-cancéreux en conjonction avec la radiothérapie. Cependant ses mécanismes
d’action sont beaucoup moins connus au niveau moléculaire que l’EGCg, il faudrait donc des

études plus approfondies avant qu’elle puisse être utilisée dans ce genre de co-traitement. Nos

travaux suggèrent que les protocoles présentement utilisés en radiothérapie devraient être ré

évalués et possiblement modifiés pour les optimiser dans le traitement contre le cancer.

En conclusion, les MSC pourraient s’avérer être très utiles et efficaces dans la thérapie

génique anti-cancéreuse, étant donné leur habilité à être recrutées aux sites d’angiogenèse

tumorale actifs et d’y interagir potentiellement avec les cellules tumorales et endothéliales

formant le réseau vasculaire. Elles pourraient y délivrer des protéines recombinantes pour induire

une réponse thérapeutique qui pouffait agir seule pour l’éradication des tumeurs ou en

combinaison avec d’autres approches thérapeutiques comme la radiothérapie ou les traitements

anti-angiogéniques pour optimiser leur efficacité. Des investigations plus approfondies

pourraient éventuellement permettre de changer les paramètres des thérapies utilisées contre le

cancer. Par exemple, en augmentant la dose des agents anti-angiogéniques ou en utilisant des

substances de nature plus puissantes, on pourrait réduire les doses d’irradiation utilisées, et donc

diminuer les effets nocifs de la radiothérapie sans perturber l’efficacité du traitement. On espère

alors qu’un jour nos efforts permettront de sauver plus de vies contre le cancer.
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Objective. Bone marrow—derived stromal ceils (MSC) are able to acquire histological and

immunophenotypic characteristics consistent with endothelial ceils (EC). In this study we
examined the effect of sphingosine-1-phosphate (S1P), a platelet-derived bioactive lysophospho

lipid (bat is believed to specifically stimulate EC migration and tube formation, on the angio

genîc properties of MSC.

Methods. MSC were isolated from murine bone marrow and cultured in the presence of

diverse angiogenic growth factors. Using a chemotaxis chamber and Matrigel tubulogenesis

assay, ‘e measured 11w extent of MSC migration and capillary-like structure formation.

Western blots and zymography were used to assess (he levels and activation states of soluble

and membrane-bound matrix metalloproteinase (MMP).

Resutts. We found that S1P strongly induced MSC migration and in vitro capillary-like

structure formation. Ilomastat, a broad-spectrum MMP inhibitor, antagonized several

angiogenic and S1P-mediated events in MSC. These included 1) the inhibition of S1P-induced

tube formation, 2) the inhibition of concanavalin-A (Con-A)-mediated proMMP-2 activation,

and 3) the inhibition 0f S1P- and Con.A-induced caspase-3 activity. Moreover, S1P induced

membrane type-1 (MT1)-MMP mRNA and protein expression, but paradoxically

antagonized its ceil surface proteolytîc processing. In addition, anti-angiogenic agents such as

Ilomastat, Neovastat, and green tea polyphenol epigallocatechin-3-gallate antagonized the S1P-

induced migration of MSC as well as that of transfected COS-7 ceils overexpressing the

recombinant receptor for S1P, EDG-1.

Conclusion. Cotlectively, our resutts indicate a crucial role for S1PIEDG-1-mediated

angiogenic and survival events in the regulation of microvascular network remodeling by MSC,

and may provide a new molecular link between hemostasis and angiogenesis processes. © 2003

International Society for Experimental Hematology. Published by Elsevier Inc.

C

The potential use of bone marrow—derived stromal ceils

(MSC) as a platform for the systemic detivery of therapeutic

recombinant proteins in vivo following gene transfer has

been the focus of much attention [1—3J. Several clinical

applications of MSC involve their intravenous administra

tion, which implies that these circulating systemically infused

Offprint requests to: Richard Béliveau, Ph.D. Laboratoire de Médecine

Moléculaire, Université du Québec à Montréal C.P 8888, Succ. Centre
ville, Montréal, Québec, Canada H3C 1P3; E-mail: oncomol@nobel.si.
uqam.ca

cetls have to respond to serum-derived eues that will direct
their ultimate biodistribution [4,51. MSC have the potential
to differentiate along different mesenchymal lineages that
include osteocytes, chondrocytes, tenocytes, adipocytes, and
smooth muscle celis [61. Recent data, however, suggest that
these pluripotent stem celis can also differentiate into and
adopt an endothelial ceil (EC)-like phenotype functionally
related to vascular structures in vivo [7—91 that should enable
them to be regulated by circulating angiogenic growth fac
tors. The angiogenic properties of systemically-infused MSC
in response to hematopoietic growth factors have, however,
so far received little attention.

0301-472X103 $—see front matter. Copyright © 2003 International Society for Expedmental Hematology. Published by Elsevier Inc.
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Aside from pro-angiogenic peptides such as vascular en
dothelial growth factor (VEGF) and members ofthe fibroblast
growth factor (fGF) family, a number of other circulating
stimuli are also known to regulate angiogenesis [10]. Human
semm was recently shown to possess abundant EC chemoat
tractive activity that can be traced almost exclusively to its
content of sphingosine- 1-phosphate (Si P), a platelet-derived
bioactive lysophospholipid [11]. S1P is secreted by stimu
lated platelets and macrophages as well as by some types of

tumor celis, and has been recently shown to strongly stimulate
both EC migration and celi wound healing [12]. The molecu

lar mechanisms involved in SIP-induced angiogenic re
sponses are not fully understood. It is, however, clear that
one mechanism by which S1P acts is via interaction with

plasma membrane—localized G-protein-coupled receptors of

the endothelial differentiation gene (EDG) family (EDG-i, -3,
-5, -6, and -8) [13]. EDG-l, for instance, was shown to

be required for blood vessel formation [14] and to regulate

ceil migration during vertebrate heart development through

sphingohpid signaling [15]. More recently, invasion ofprim

itive hematopoietic celis into stromal ccli layers was also

shown to be triggered by S1P [16].
The purpose of the present study was to identify early

molecular events that may regulate MSC mobilization in

response to hematopoietic growth factors. As activated plate-
lets or biood ceils secrete S1P, we specifically evaluated

the role ofSlP and of its receptor EDG-1 on the angiogenic

properties of MSC including matrix metailoproteinase

(MMP)-mediated extracellular matrix (ECM) degradation,

ccli migration, and 3D-capillary-like structure formation. We

also provide evidence for the involvement of the S1P recep

tôr EDG- 1 in response to anti-angiogenic agents and propose

a complex interplay between MMP and S1P activities in
MSC.

Materials and methods

Materiais
Agarose, concanavalin-A (Con-A), (-)-epigallocatechin (EGC),
(-)-epigallocatechin 3-gallate (EGCg), gelatin, lysophosphatidic
acid (LPA), sphingosine-l-phosphate (S1P), and thalidomide were pur
chased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Ilomastat (GM-6001)
was from BIOMOL (Plymouth Meeting, PA, USA), Matrigel was
from Becton-Dickinson Labware (Bedford, MA, USA), b-FGF and
human recombinant VEGF were from R&D Systems (Minneapolis,
MN, USA), the TnZOL teagent was from Life Technologies
(Gaithersburg, MD, USA). The anti-Mil-MM? polyclonal anti
body AB-8 15 (raised against the hinge domain) was from Chemicon
(Temecula, CA, USA). Neovastat was from Aetema (Quebec City,
Quebec, Canada).

Ceil ctilture and media
The COS-7 and NIH 313 celI unes were purchased from ATCC and
maintained in high-glucose Dulbecco’s modifled Eagle’s medium
(DMEM) containing 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) (HyClone
Laboratories, Logan, UT, USA), 2 mM glutamine, 100 units/mL

penicillin, and 100 tg/mL streptomycin, and were cultured at
37°C under a humidifled atmosphere containing 5% C02. Bone
marrow—derived stromal cells (MSC) were isolated from mouse
bone marrow and cuttured as previously described [17]. Whole
bone marrow was harvested from the femurs and tibias of 18-
to 22-g female C57BI/6 mice (Charles River, Laprairie, Quebec,
Canada) sacriflced by C02 inhalation. Ceils were plated in high
glucose DMEM supplemented with 10% FBS and 50 units/mL
penicillin/streptomycin. After 5 to 7 days of incubation in a humidi
fled incubator at 37°C with 5% C07, the nonadherent hematopoietic
cells were discatded. The adherent MSC were further maintained
in a humidifled incubator at 37°C with 5% C02 in the absence
of any exogenous growth factor or anchoring materials such as
fibronectin or collagen. MSC were kept subconfiuent and expanded
in number over 14 passages by a 1:2 split on a weekly basis. In
vitro culture-expanded adherent MSC were uniformly flbroblast
hke in appearance. Analysis by fiow cytometry performed at pas
sage 14 revealed that MSC expressed CD44, yet were negative for
CD45, CD3Y, KDR/fikl (VEGF-R2), fit-4 (VEGF-R3), and Tie2
(angiopoietin receptor) (data not shown). Progeny derived from
this population were utilized for ail subsequent analysis. Green
fluorescent retrovirally-transduced MSC were generated and cul
ture expanded as previously described [181.

Ccli migration assay
Ceils were dislodged after brief trypsinization, washed extensively,
and resuspended in DMEM at a concentration of 106 cells/mL.
Ceils (7 x l0) were then dispersed onto 0.5% gelatinlphosphate
buffered saline (?BS)-coated chemotaxis fiiters (Costar, Amherst,

MA, USA; 8-$1m pore size) within Boyden chamber inserts and
were challenged by the addition of 600 i.tL of a chemoattractant

solution to the lower compartments. Migration proceeded for 3
hours at 37°C in 5% C02. CelIs that had migrated to the lower

surface of the filters were flxed with 10% formalin phosphate,
colored with 0.1% crystal violetl20% MeOH, and counted by

microscopic examination. The average number of migrating cells
per fleld was assessed by counting at least four random flelds per
filter using the Northem Eclipse software. Data points indicate the
mean obtained from three separate chambers within one representa
tive experiment.

Capillaty-like structure formation assay
Aliquots (50 i.tL) of Matrigel were plated into individual wells of
96-well tissue culture plates (Costar) and allowed ta potymerize

at 37°C. CelIs were dislodged as descôbed in the ccli migration assay
(above). Into each culture well was added 100 lit of ccli suspension

(10g cells) with or without additional test substances, which were
then incubated for 16 to 18 hours at 37°C. Each dose of control
or test compound was assayed in duplicate and ail experiments
were performed at least three times.

Fluorimnetric caspase-3 activity assay
Celis were grown to about 80% confluence in 6-well dishes and
treated for 16 to 1$ hours with Con-A, S1P, LPA, or Ilomastat.
After treatment, celis were collected and washed in ice-cold PBS,
pH 7.0. Cells were lysed in Apo-Alert iysis buffer (Clontech, Palo

Alto, CA, USA) for 1 hour at 4°C, and the lysates were clarifled
by centrifugation at 16,000g for 20 minutes. Caspase-3 activity
was determined by incubation with 50 $1M caspase-3-speciflc flu
orogenic peptide substrate acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-tri-
fluoromethylcoumarin (Ac-DEVD-AFC) in assay buffer (50 mM
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Hepes-NaOH [pH 7.41, 100 mM NaCI, 10% sucrose, 0.1% 3-[(3-
cholamidopropyl) dimethylammoniol- I -propanesulfonate, 5 mM
DIT, and I mM EDTA) in 96-wefl plates. The release of AFC
vas monitored for at least 30 minutes at 37°C on a fluorescence
plate reader (Molecular Dynamics, Albertville, MI, USA)
(X00 = 400 nm, = 505 nm).

Total RNA isolation and reverse transcriptase

polvinerase chain reaction (RT-PCR) aualvsis
Total RNA was extracted from monolayer cultured celis using the
TnZOL reagent. One microgram of total RNA was used for first
strand cDNA synthesis followed by specific genc product amplifi
cation with the One-Step RT-PCR kit (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada). Primers for EDO-l (forward: 5’-GTCCGGCATTA-
CAACTACAC-3’, reverse: 5’-TATAGTGCTfGTGGTAGAGC-3’)
and MTI -MMP (forward: 5’-ATCGATACAGCTCTCTTCTGG-
3’, reverse: 5’-GTCAAGACTTCATCGCTGCC-3’) were derived
from murine sequences, and PCR conditions optimized sa that the
gene products were found to be at the exponential phase of
the amplification (MT1-MMP: 94°C for 5 minutes and run for 30
cycles at 94°C for 30 seconds, 55°C for 1 minute and 72°C for I
minute, followed by 10 minutes elongation at 72°C; EDG-1: same
as for MT1-MMP except that 58°C was used for annealing).
3-actin was used as an internai control. PCR products were resoived
on 1.5% agarose gels containing I j.tg/mL ethidium bromide.

hn,nunoblotting procedures

Proteins from control and treated ceils were separated by sodium
dodecyl suifate—poiyacrylatnide gel electrophoresis (SDS-PAGE).

After electrophoresis, proteins were eiectrotransferred to polyvinyl
idene difluoride membranes which were then blocked overnight at
4°C with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM Tris,

20 mM Tris-HC1, pH 7.5) containing 0.3% Tween 20 (TBST).
Membranes were further washed in TBST and incubated with the
primary antibodies (1/1000 dilution) in TBST containing 3%

bovine serum albumin, followed by a l-haut incubation with horse

radish peroxidase—conjugated anti-rabbit IgG (1/10,000 dilution)

in TBST containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive material

was visualized by enhanced chemiluminescence (Amersham Bio

sciences. Baie d’Urfée, Quebec, Canada).

Gelatin zyntographv
Gelatinolytic activity in culture media from monolayer cultures
was detected by gelatin zymography as described previously
[19]. Briefiy, an aliquot (30 lIt) of the culture medium was sub
jected to SDS-PAGE containing 0.1 rng/mL gelatin. The gels were
then incubated in 2.5% Triton X- tOO and rinsed in ddH2O. The gels
were furiher incubated at 37°C for 20 hours in 20 mM NaCI,
5 mM CaCl2, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.6, then
stained with 0.1% Coomassie briiliant blue R-250 and destained
in 10% acetic acid, 30% methanol in H20. Gelatinolytic activity
was detected as unstained bands on a blue backgtound.

Tra,tsfection methods

A piasmid EDG-1-GFP chimera, generated by fusing the Myc
epitope-tagged EDG-1 to the NH2 terminus of GFP by PCR using
ihe Myc-tagged EDG1 cDNA as the template, was used [20]. COS-7
ceils were transiently transfected with Myc-GfP-EDG-1 with the

use of the nonliposomal formulation FUGENE-6 transfection
reagent (Roche Diagnostics, Lavai, Quebec. Canada). Transfec
tiors etficiency was confirnsed by fluorescence microscopy. Ail

experiments involving these celis were performed 36 hours follow
ing transfection. Mock transfections of COS-7 cultures tvith

pcDNA (3.1+) expression vector alone were used as contrais.

ZLl.

A. MSC migration (x-fotd)
01 2 34 56 7 09

Conirol
VEGF

G.CSF
FGF

=
=1

LPA

B. Migration

MSC COS-7 BAE HMEC NiH 3T3
-- t t

C.

ISI P Or LPAI (1iM)

n o’
r I

(j W
oc (J) i.-

stes O m Z Z Z

_________-

EDG I

I— 1-ctin

1lt

.L
Control

s1P

Ji :F1

Figure 1. Sphingosine-l-phosphate is the most patent growth faclor to induce ccli migration in MSC and differentiated endothe]iul ccii unes. (A): MSC were

seeded on geiatin-coated iNters and allowed ta migr.ste for 3 ours in the presence of tO ng/mL VEGF, I ng/mL b-FGF, 300 ng/mL G-CSF, I liM SIP, or I
pM LPA. Celis that had migrated were counted as described in the Medsods section. * indicates statistically significant differences (p <0.05) compared with

the control (semm-free medium) using Student’s t-test. (B): Representative staining of the filters on which MSC, epithelial COS-7. bovine aortic endathelial

(BAE), human microvascularendothelial (HMEC), and murine fibrablast N1H 3T3 ceits had migrated in response ta 1 11M SI P. Note that differentiated EC (BAEC

and HMEC) had a strong migration similar ta MSC. (C): MSC migration was assessed in the presence of varying concentrations of either sphingosine-i
phosphate (SIP, open circles) or lysophosphatidic acid (LPA, ciosed ciicies) in the iower chamber as described in the Methods section. A representative

migration profile is shown. (D): Total RNA was isalated fram severai ccli unes and EDG-l (546 bp) and 3-actin (324 bp) cDNA amplified using RT-PCR as

described in the Methods section and resolved on agarose gels. Note that the EDG- I tnrnscript levels are higher in MSC and differentiated EC.
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Resuits

Sphingosine- 1-phosphate
specificalty induces MSC migration

We used modified Boyden chambers to examine MSC migra
tion in response to chemotactic pro-angiogenic growth fac
tors. These included vascular endothelial growth factor
(VEGF), granulocyte coiony-stimulating factor (G-CSF),
basic fibrobiast growth factor (b-fGf), S1P, and lysophos
phatidic acid (LPA). MSC migration was induced by sixfoid
when b-FGf was used as chemoattractant, 7.5-fold by SIP,
and twofold by LPA (Fig. I A). However, VEGf and G-CSf
did not signiflcantiy induce MSC migration. The migratory
potentiai of severai other celi unes was further assessed in
response to SIP. Interestingly, Si? induced a marked
increase in the migration of bovine aortic (BAEC) and
human microvascular (HMEC) EC as weii as in MSC,
whereas it had virtuaiiy no effect on non-EC unes such as
kidney epitheliai (COS-7) or murine fibroblast (NIH 3T3)
celi unes (Fig. lB). Ibis robust effect of Si? in MSC
prompted us to investigate the effect of LPA, another potent
Iipid growth factor, on ccli migration in order to identify the
subciass of endothelial differentiation gene (EDG) receptor
family invoived. A dose-response curve to LPA and S1P
was thus performed and MSC migration induction was found
shifted from 0.3 to I .tM for S tP towards higher concentra
tions (30 11M) when LPA was added as a chemoattractant
(Fig. IC). This suggests that members of the EDG family
known to specificaliy bind SI P (i.e., EDG- 1,-3,-5,-6, and -8)
may transduce intraceliuiar signais leading to increased MSC
migration. Aithough not ail EDO gene expression leveis
were assessed, we show that high leveis of the EDG-1
transcript may in part account for the SIP-induced MSC
migration. Moreover, the EDG-1 gene seems to be ubiqui
tously expressed in ccii unes such as COS-7, NIH 3T3, or
fibrosarcoma HT-1080 (Fig. 1D), and its gene expression is
increased in differentiated EC such as BAEC and HMEC,
and in undifferentiated MSC. This observation suggests that
MSC may share with differentiated EC some common S1P/
EDG-mediated reguiation of angiogenic celiuiar and moiec
uiar processes.

MSCs’ capitlan’-tike structure formation
abitity is induced by sphingosine-1 -phosphate
and is dependent on inatrix metattoproteinase activity
We have observed that MSC were able to generate capiulary
hke structures in vitro and that this process was reguiated
at the moiecular ievel by a specific membrane-bound MMP,
nameiy membrane-type (MT)i-MMP [211. We thus exam
mcd whether MSC capiiiary tube formation couid aiso be
regulated by Si? on a 3D-Matrigei basement membrane
model. This reconstituted basement membrane is known to
contain severai endogenous growth factors, such as tians
forming growth factor (TGf)-13, EGF, b-FGF, and PDGF,

which influence ceilular network formation [221. Capiiiary
hke network formation was observed when MSC were piated
on Matrigel and this process was found to be significantly
induced —2.5-foid by SIP (Fig. 2A). In order to further
define the roie of MMPs in the S1P-induced capiiiaty-iike
structure formation abiiity of MSC, liomastat, a broad-spec
trum MMP inhibitor [23j, was used. We observed that the
formation of basal MSC capiiiary-like structures was inhib
ited by 53% when MSC were treated with lIomastat aione
(Fig. 2B). Interestingiy, S1P-treated MSC were unabie to
overcome the inhibitory effect of Iiomastat. furthermore,
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Figure 2. MSCs’ capilaiy-like structure formation on a 3D-Matngel base-

ment membrane model is triggered by sphingosine-1-phosphate and is depen

dent on matrix metalloproteinase activity. (A): MSC were seeded on Matrigel

in the presence 0f I jiM S1P, 20 .tM Ilomastat, or a combination of both
agents in semm-free media, and incubated for 18 hours at 37°C as described
in the Methods section. (B): For quantitation of tube formation, the total

length of the tubes formed in a unit area was digitized and measured using

the ECLIPSE software program. For each test, five mndomly chosen areas

were measured and avemged. * indicates statistically significant differ

ences (p < 0.05) compared with the control untreated MSC using Student’s
t-test. (C): MSC homogenates were isolated from Matrigel and 20 .tg of
proteins loaded on 12% SDS gels. The extent of total ERK and ERK phos
phorylation was assessed by Western blotting and immunodetection.

- - + + s1P
- + - + Iomastat



644 B. Annahi et al./Erperinzental Hematology 31 (2003) 640—649

MSC homogenates were isolated from Matrigel and the extent
of SIP/EDG-mediated ERK phosphorylation assessed by
Western blot analysis. We observed that S1P strongly in
duced the phosphorylation of ERK in MSC, and that Ilomas
tat significantly antagonized that effect (fig. 2C). This
suggests that MMP inhibition directly affects the S1P/EDG
intracellular signaling pathway.

Latent proMMP-2 activation
but flot secretion is specifically
antagonized by sphingosine-1 -phosphate in MSC
b gain further understanding on MMP-mediated events in
MSC, we treated MSC with concanavalin (Con)-A, the most
widely studied inducer of MTI-MMP-dependent proMMP-2
activation [24—26]. MSC were serum starved for 1$ hours and
the secretion of proMMP-2 into the culture media was
assessed by zymography. While proMMP-2 secretion was
unaffected by either S1P or LPA (fig. 3A, upper panels;
Fig. 3B, left panel), a dose-dependent inhibition of Con-A-in
duced proMMP-2 activation was observed with S1P but
not with LPA (Fig. 3A, lower panels). Although complete
inhibition ofproMMP-2 activation by S1P was not attained,
densitometric analysis of the extent of gelatin degradation
enabled us ta show that most of the S1P-mediated inhibi
tion occurred at concentrations between 0.3 and 1 11M (Fig.
3B, right panel), similar to the concentrations at which SIP
had a maximal effect on MSC migration. To further assess the

A.

Control

s1P

00.10.31 310

specific MMP-dependent character of the $lP-transduced
effects, we treated MSC with MMP inhibitors such as lb
mastat or the naturally occurring green tea polyphenol epi
gallocatechin-3-gallate (EGCg), which we recently reported
to possess anti-angiogenic as well as anti-MMP activity
[27,28]. We observed that both Ilomastat and epigalloca
techin (EGC) had no effect on proMMP-2 secretion (fig. 4,
upper and lower panels), while EGCg inhibited proMMP-2
secretion in MSC (fig. 4, lower panel) in agreement with
its previously reported effect in U-$7 glioma cells [291.
Interestingly, while FGC had no effects on Con-A-induced
proMMP-2 activation, both Ilomastat and EGCg strongly
antagonized the global Con-A effect whether or not MSC
were cotreated with S1P or LPA (Fig. 4, middle panel).
The residual MMP-2 activity, which remained after S1P-
mediated inhibition of proMMP-2 activation, was further
inhibited by the concomitant action of both Ilomastat and
EGCg (Fig. 4, middle panel). Altogether, these observations
specifically link the effects of S1P-mediated events to MT1-
MMP-dependent fonctions involved either in ECM degrada
tion or latent proMMP-2 activation.

Sphingosine-1 -phosphate spectfically
autogonizes con canavatin -A -mediated MTJ -MMP cett
su,face expression and proteolvtic processing in MSC

Since MTI-MMP-dependent events appear ta be regulated
by SI P, we treated MSC with Con-A in the presence of si

LPA
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Figure 4. Effects of Ilomastat or green tca—derived polyphenol MMP inhibi

tors on proMMP-2 activation. MSC were semm-sturved in the presence or

absence of the indicated agents for 1$ bouts at 37°C. ProMMP-2 in the
conditioned media was measured by gelatin zymognsphy. llomastat (20 jiM)
and EGCg (10 9M) antagonized Con-A-induced proMMP-2 activation. SI?

(1 9M) but not LPA (I 9M) also antagonized proMMP-2 activation.

or LPA. Protein electrophoresis was performed with ceil
lysates, foilowed by Western biotting and immunodetection
using a MT1-MMP polyclonal antibody that is able (o recog
nize the catalytically active form of MTI-MMP as weIl as
its truncated inactive form iacking the cataiytic domain
[30]. MT1-MMP protein expression was induced in SIP- but
not LPA-treated MSC (Fig. 5A). As expected, an increased
protein level of MTI-MMP was observed when MSC were
treated with Con-A. However, an inactive MT1-MMP pro
teolytic fragment of approximately 45 kDa was also immu
nodetected; this proteolytic processing was diminished by
the presence of SIP but not by the presence of LPA (fig.
5A). Gene expression leveis for MTI-MMP were also
assessed using RT-PCR in MSC treated with Con-A andlor
SYP. The transcript levels of MT1-MMP were found to be
induced by both SIP and Con-A treatment (Fig. 5B). Inter
estingly, S1P strongly antagonized the Con-A-induced MT1-
MMP gene expression (Fig. 53), in accordance with its
inhibitory effect on the Con-A-induced ccli surface Mli
MMP proteolytic processing (Fig. SA). The SIP receptor
EDG-i gene levels were also assessed and were found flot

to be significantly modulated by either treatment (fig. 5B).
Altogether, these resuits suggest a specific transcriptional
regulation of Si P on MTI -MMP gene expression and may
expiain in part the increase in MSC migration and capil
lary-like structure formation, as well as its inhibitory action
on Con-A-mediated proMMP-2 activation.

Matrix inetatloproteinase—mediated events

regulate $]P/EDG-1 pro-apoptotic pmcesses itt MSC
Recent reports have suggested a dual role for SI P, which
can act both as a pro-apoptotic and as a survival growth fac tor
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figure 5. Sphingosine-i-phosphate specifically antagonizes concanavalin

A-mediated MT1-MMP celi.surface expression and proteolytic processing

in MSC. (A): MSC were trtated with I 9M SI? or I 9M LPA in the presence
of 15 .tg/mL Con-A for 18 hours at 37°C as described in the Methods

section. Ccli lysates (20 9g) were loaded onto 9% SDS-PAGE foliowed by

Western b]otting and immunodetection with anti-MTI-MMP antibody as

described in the Methods section. (B): Total RNA tvas isoiated from treated

MSC. MT1-MMP and EDG-1 cDNA were amplified using RT-PCR as

described in the Methods section and resolved on agarose gels.

[31,32]. In light of our current observations invoiving MT1 -

MMP functionai regulation by S1P, we have further exam
mcd whether MMP-mediated activity may regulate any SYP
pro-apoptotic events in MSC. We first assessed whether any
morphologicai characteristics of apoptosis were triggered in
treated MSC. Retrovirally GfP-transduced MSC were cui
tured and treated with either SIP or LPA in the presence or

absence of Con-A. Regardiess of the mode of induction,

MSC physicai attributes were cleariy perturbed, as seen in the
cdl stretching observed with Con-A-treated MSC; more
prominent was the packaging of cellular components into
vesicles when MSC were concomitantiy treated with Con-A
and S1P (Fig. 6A). This ioss of ce]Iuiar structure was,
however, flot observed when MSC were treated with a com
bination of Con-A and LPA, suggesting a specific contribu

tion of S1P receptors of the EDG family. Interestingly,

aithough they were present, fewer “apoptotic bodies” were

observed in either si p- or LPA-treated MSC.
We next sought to assess whether the apoptotic processes

observed were indeed triggered by Si?, LPA, or Con-A,
and if these were dependent on MMP-mediated activity.

Caspase-3, the activity of which bas emerged as a powerful

marker for ceils undergoing apoptosis [33], was increased

by approximateiy twofoid when MSC were treated with
either Si? or LPA (fig. 63). Interestingiy, Ilomastat specifi

caHy antagonized S1P-induced caspase-3 activity but flot
that induced by LPA. MSC treatment with Con-A, which

resulted in significant morphoiogical changes (Fig. 6A), was

found to further induce caspase-3 activity by more than

fourfold (Fig. 6B). In paraliel with their synergistic effect

on the formation of M5C apoptotic bodies. Con-A, together
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figure 6. Matrix metalloproteinase—mediated events regulate SI P/EDG- I
pro-apoptotic processes in MSC. (A): MSC were treated with 1 pM SIP

or 1 9M LPA, in combination with 15 9g/mL Con-A for 18 hours ai 37°C.
Morphological characteristics of apoptosis is retlected by the ceil stretching
induced by the treatment of MSC with Con-A, as well as by the loss of
cellular structure reflected by the presence of “apoptotic bodies” engendered
by the synergistic actions of Con-A/S IP but flot by Con-AILPA. (B): MSC
were treated with the indicated combinations of 1 9M SIP, 1 9M LPA, 20
9M llomastat, 15 9g/mL Con-A for 18 hours ut 37°C. CeIls were harvested
and pelleted. Lysates were used ta assay caspase-3 activity as described in
the Methods section. Resuits are expressed in absolute caspase-3 values
as mean SD of triplicate samples front one representative experimeni.

with SI P but flot LPA, further significantiy induced caspase-3
activity. Here again, Ilomastat antagonized ail of the Con-A
induced caspase-3 activity whether or flot SIP or LPA
were present (Fig. 63), suggesting that the synergistic pro
apoptotic effect of Si p invo ives some MMP-mediated
activity.

Anti-angiogenic agents target
sphingosine- 1-phosphate receptor
EDG—1 functions in ceil migration

Preliminary observations in our laboratory revealed that anti

angiogenic drugs such as Neovastat, thalidomide, and EGCg,
ail known for their effects on ceil migration and tubulogen
esis in differentiated EC, also affected SIP-induced MSC

migration (flot shown). In order to assess the specific contri
butions of the Si P/EDG pathway involved in ccli migration
and in response to anti-angiogenic treatment, we overex
pressed recombinant EDG- 1 protein in COS-7 cells, in which
we had observed low expression of the EDG-1 transcript as
compared to other ccli unes tested (Fig. 1D). Since no anti
body for EDG-i was commercially available, we transiently

transfected COS-7 cells with a plasmid cDNA encoding the

EDG-l coding region fused to GFP. As shown in Figure 7A,
COS-7 celis were efficiently transfected and the recombinant
EDG-i protein was expressed, as demonstrated by the pres
ence of green fluorescent cells. We then treated the
transfected COS-7 celis with either Neovastat (a phase III
anti-angiogenic drug derived from a shark cartilage extract
and shown to inhibit embryonic vascularization and endothe
liai cell proliferation [34,351), thalidomide (whose anti-angi
ogenic effects are now recognized to play a significant role
in the treatment of various malignancies [36]), Ilomastat,
EGC, or EGCg. Thus, aside from Ilomastat, which indepen
dentiy inhibited basal cell migration, anti-angiogenic treat
ment signiflcantly decreased S1P-induced cetl migration in

COS-7 ceils overexpressing recombinant EDG-l (Fig. 7B).

Discussion
Serum-derived lipid and protein growth factors exert com
plementary roles in the angiogenic response, as demonstrated
by their ability to promote chemotaxis, angiogenic differenti
ation, and angiogenesis [37]. 0f particular interest, abundant
evidence suggests that platelet-derived SI P, which bas been
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ascribed functions in regulating calcium homeostasis, ceil
growth, and apoptosis in severat ccli unes [381, is invoived
in regulating vascular maturation [12]. The experiments in
the present report demonstrate that Si?, which is the major
bioactive Iysophospholipid released from platelets, is indeed
an extremeiy effective mesenchymal stem and EC chemoat
tractant. Moreover, SIP may, under the conditions in which
critical platelet-endothelial interactions occur (such as
thrombosis, angiogenesis, and atherosclerosis), also regulate
MSC recruitment and their crucial angiogenic functions. It
is thus reasonable to speculate that the cellular functions of
MSC at sites of active angiogenesis may be influenced by
platelets through release of SI P into the bloodstream. In
addition, piatelet-derived S1P, which also acts as a chemoat
tractant for hematopoietic precursor ceils [16] and immature
dendritic cells [39], may controt the recruitment of inflam
matory cells 10 sites of inflammation such as those associated
with cancer progression where platelets may also concomi
tantly contribute to the metastatic cascade [40]. Interestingly,
monocyte chemoattractant protein- 1 was shown to promote
the migration/recruitment of intravenously injected MSC
into the ischemic brain [41]. We now provide evidence for
the first time that MMP-mediated events may regulate
several SI? effects on MSC migration, survivat, and
ECM proteolysis.

Our data show that chemotaxis and capillary morphogen
esis are important aspects of the MSC angiogenic response

to SIP. This provides a foundation for the hypothesis that
these events may facilitate blood vesset formation and vascu
lar remodeling at sites of transplanted stem celis, as recently
suggested [8,9]. Indeed, the ability of several serum-derived
growth factors to promote capillary morphogenesis in MSC
is of particular importance at sites of wound healing, where
factors released during clotting also influence EC 10 initi
ate the formation of new blood vesseis [11]. In the present
study we present evidence for a specific role of Si? in
regulating both pro-angiogenic and celi survival events that
are dependent upon MMP activity in MSC. Indeed, S1P,
but flot its analog lysophospholipid LPA, induced MSC mi
gration and tubulogenesis, as well as expression of the MTI
MMP gene and protein (Fig. 8), the latter being in accordance
with recent studies describing the crucial role that Mil-MM?
plays in endothelial tubulogenesis and ECM degradation
[42,43].

51 P was recently reported to mediate pro-apoptotic events
in human hepatic myofibroblasts via a receptor-independent
pathway [31]. We show that other actions ofSlP and Con-A
also involve caspase-3 activation in MSC. This induction
was also antagonized by Ilomastat, suggesting that the
action of these pro-apoptotic inducers was sensitive to MMP
dependent events, which may also involve other members
of the MMP family such as adamalysinlADAM. Individu
ally, SIP and Con-A triggered MTI-MMP mRNA and pro
tein expression, whereas such induction was flot observed

C

Figures. Schematic representation of the proposed MMP-dcpcndent survival and pro-apoptotic events regulated by S1PIEDG-l in MSC. SIP tdggers ceil

migration and tubuiogenesis in MSC (A). These events are inhibited by anti-angiogenic agents such as Neovastat, thalidomide, ilomastat, and EGCg, which

are known to affect endothelial ccii functions and ECM degradation. Increases in MTI-MMP gene and celi-surface protein expression may partialiy expiain

the angiogenic effects of S1P (B). Induction of caspase-3 by SIP is indicative of the pro-apoptetic events that are also triggered by Concanavalin-A, a

known proMMP-2 activator [24]. Ilomastat, u broad-spectmm MMP inhibitor. antagonizes both caspase-3 and proMMP-2 activation, suggesting that MT1-

MMP may play a pivotai role in these processes. We cannot, however, exciude the possibiiity that the nature of the MMP invoived may also be a member

of the ADAM famiiy. A synergistic action of both S1P and Concanavahn.A profoundly affects MSC cytoskeietal organization. which antagonizes MT1-

MMP gene and protein expression, as weii as Concanavalin-A-induced proMMP-2 activation by MT1-MMP (D). This modei reects the dynarnic and dual

effects of plateiet-derived SIP on MTI-MMP-mediated angiogenic properties of MSC.
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when a combination of both was used. The MSC cytoskeietal

reorganization, as reflected by the appearance of “apoptotic
bodies” in the combined presence of S 1P and Con-A, may

in part provide a mechanism for this SÏP/Con-A effect.
Given the role of MMP in matrix remodeling during morpho

genesis and tissue repair, their involvement in regulating the
balance between celi survivai and pro-apoptotic signaling is
thus suggestive of a potentially compiex Si PIEDG receptor

mediated cross-communication that would be criticai for

proper vascular maturation as sites of MSC engraftment. It
was suggested that apoptosis of fibrogenic ceils was a crucial
evdnt in initiating the degradation of ECM [44]. More re

cently, apoptosis of human myofibrobiasts aiso promoted

activation of proMMP-2, and this was thought to be medi

ated through an increase in MTI-MMP expression [45].
Taken together, our resuits strongiy suggest that induction

ofapoptosis is cÎosely associated with increased MTI-MMP

synthesis and expression. However, it is unclear how this

coupling within the same celi may regulate intracellular

MSC angiogenic properties. Interestingiy, the caspase-3 in

ducer tumor necrosis factor (TNf)-c was aiso recently re

ported to increase the expression of MTI-MMP [46]. In

light of these observations, it is thus tempting to suggest a

pivotai role of MTI-MMP in the regulation ofpro-apoptotic
celiular events. 0f interest is the fact that TNf-Œ is depen

dent on the activity of TACE, an integrai membrane MMP

that causes the secretion of the active form of TNF-Œ from

its plasma membrane precursor [47]. In addition to inhibiting

the members of the MMP family, several MMP inhibitors

such as DB-94 have been shown to inhibit the activity of

TACE and other ADAMs [48,49].
The intraceHular mechanisms involved in the SI P-in

duced MSC ceilular responses stiH remain elusive and are

cunentiy under investigation, particuiarly the intracellular

processes that other members of the EDG family may regu

late in MSC angiogenic functions. However, our resuits

suggest that the action of severai anti-angiogenic agents,

which function in multiple ways, including the inhibition of

EC prohferation, migration, protease activity, and tubule

formation, as weIi as the induction of apoptosis [50], may at

least target the EDG-1 celi-surface receptors for S 1P (fig. 8).

Whether this inhibitory effect is mediated through a direct

interaction with the EDG receptor or through the inhibition

of pertussis-toxin-sensitive intraceilular signaling also Te-

mains to be investigated. Changes in the intracellular levels

of Si P and ceramide, another important sphingolipid metab

olite associated with ceil death and ceH growth arrest, have

been implicated in anumberofpathologicalconditions [51].

Although their respective intracellular targets remain elu

sive, we cannot exclude the possibility that the dynamic

balance between Si? and ceramide may ultimately deter

mine the fate of the ceIl. Our observations thus suggest that

the SIP/EDG pathway may constitute the first molecular

dues to understanding how the MSC migration may be

regulated through critical celiular movements during angio

genesis. Moreover, the pIateiet-derived lipid mediator S1F
reieased during the activation of clotting cascades, may

further provide a novel link between hemostasis and

angiogenesis.
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