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RESUME

Le glioblastome est la tumeur cérébrale la plus fréquente et la plus agressive. Ce
cancer est associé a une mortalité élevée. Il est caractérisé par des cellules
cancéreuses instables, et aboutit souvent a des métastases locales dont la spécificité
génétique varie considérablement d’un patient a l'autre limitant |'efficacité des
traitements actuels. La médecine personnalisée consiste a traiter chaque patient en
fonction des spécificités génétiques et biologiques de la tumeur, mais également en
tenant compte de son mode de vie et de son alimentation. L'’ensemble de ces
facteurs influence I'évolution de la maladie et l'efficacité du traitement. Les
principaux objectifs de notre étude sont de comparer I'expression génique de divers
biomarqueurs de I'inflammation, de I'angiogenése et du phénotype invasif induite
par des facteurs pro-inflammatoires en présence ou en absence de composés
phytochimiques présents dans les aliments d’origine végétale et que nous
consommons et cela, dans 7 lignées cellulaires de gliomes (U-87 MG, U-138 MG, U-
118 MG, U-251, A-172, T-98G et Hs-683). Les résultats obtenus nous permettent de
dresser un profil d’expression des biomarqueurs inflammatoires et angiogéniques
pour chacune des lignées. Les niveaux d’expression varient en fonction du TNF-a,
du PMA ou des composés naturels dérivés du thé vert, des épices, des bleuets ou de
'huile d’olive. Dans I'ensemble, nos résultats permettront de mieux cibler les
biomarqueurs tumoraux cérébraux afin d'optimiser le traitement et prévenir la
croissance des glioblastomes.

Mots-clés : Cancer du cerveau, Prévention, Phytochimiques, Biomarqueurs,
Inflammation, Angiogeneése.



CHAPITRE |

INTRODUCTION

1.1 Le cancer

1.1.1 Généralités

Véritable fléau du XXI°™ siécle, le cancer est une pathologie caractérisée par la
présence d'une, ou de plusieurs, tumeur maligne formée a partir de la mutation
d'une cellule initialement normale, pouvant affecter différentes parties de
I'organisme (Organisation Mondiale De La Santé. 2016). Cela résulte essentiellement
en une prolifération cellulaire anormalement élevée, puis en [I'activation de
plusieurs voies de signalisation favorisant le maintien et la survie de ces nouvelles

cellules tumorales (Neergheen et al., 2010).

Le développement tumoral se déroule durant une période de temps plus ou moins
étendue pouvant aller de 1 a 40 ans, en transitant via trois principales étapes qui
sont : la phase d’initiation, de promotion et de progression (Neergheen et al., 2010).
L'évolution se fait d'abord localement, puis peut s'étendre via le sang et la lymphe a
d'autres endroits du corps ou se forment les métastases colonisant ainsi les autres

tissus (figure 1.1) (Hanahan et Weinberg, 2000).



La phase d’initiation correspond a la période ol se produit une lésion majeure au
niveau de I'ADN d'une cellule. Cela peut étre conséquent a différents événements
externes, tels que le tabac, les produits chimiques et rayons ionisants, les
organismes infectieux, ou bien par des événements internes comme les mutations
héréditaires, les hormones, les conjonctures immunitaires et les inflammations
chroniques (Lugman et Pezzuto, 2010). Tous ces facteurs peuvent agir ensemble ou
de fagon individuelle pour initier le développement du cancer. La phase de
promotion commence lorsque la cellule mutée échappe au processus de réparation
de I'ADN et consiste au développement et a la prolifération de la cellule
transformée, formant ainsi un groupe de cellules transformées identiques. Enfin, la
phase de progression s’établit aprés une période de temps plus ou moins longue.
Durant ces phases, la tumeur acquiére des propriétés qui lui permettent de
proliférer de fagon anarchique, de survivre et de s’alimenter. En effet, les cellules
cancéreuses échappent au contréle de mort cellulaire programmée et proliférent de
maniére illimitée (Hanahan et Weinberg, 2000). Elles deviennent aussi insensibles
aux signaux d’arrét de croissance provenant du milieu extracellulaire (Hanahan et

Weinberg, 2000)
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Figure 1.1. Etapes de la cancérogenése.

Des agents nocifs affectent une cellule normale et 'initient a la cancérogenése. La
cellule subit des lésions au niveau de I'ADN et cela déclenche une prolifération
incontrdlée. Des oncogénes sont activés et des génes suppresseurs sont inactivés
pour amener les cellules en phase de progression qui peut durer des années.
Finalement, le cancer s’établit et peut étre diagnostiqué. [Adapté de : Béliveau et
Gingras, 2007]

1.1.2 Statistiques

Le cancer est laprincipale cause de décesau Canada depuis 2005. Selon les
Statistiques Canadiennes sur le cancer de 2015 ,196 900 Canadiens ont développé
un cancer et 78 000 décés ont été estimés pour cette méme année au Canada
(Statistiques canadiennes sur le cancer, 2015).

Il a été rapporté également qu’environ 2 Canadiens sur 5 développeront un cancer
au cours de leur vie, et qu’environ 1 Canadien sur 4 en mourra (Statistiques
canadiennes sur le cancer, 2015). Le cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer
colorectal et le cancer de la prostate représentent plus de la moitié des nouveaux

cas de cancer (51 %).



1.2 Le cancer du cerveau

1.2.1 Epidémiologie des tumeurs cérébrales

Toujours selon les statistiques de la Société canadienne du cancer de 2015, 2 660
canadiens ont recu un diagnostic de cancer de l'encéphale. Actuellement, les
tumeurs intracraniennes constituent 2% de I'ensemble des cancers chez I’adulte.
Bien que les cancers du systeme nerveux central (SNC) soient dix fois moins

éme

fréquents que le cancer du poumon, ils se placent au 9" rang dans les causes de

décés par cancer au Canada (Statistiques canadiennes sur le cancer, 2015).

Au Canada, on consigne les statistiques de survie relative apres 5 ans pour le cancer
du cerveau. La survie relative aprés 5 ans pour le cancer du cerveau est de 25 %. Ce
qui veut dire gu’'une personne diagnostiquée d’'un cancer du cerveau aurait, en
moyenne, 25% de chances de vivre 5 ans a la suite de son diagnostic
comparativement a une personne dans la population générale (Organisation
Mondiale De La Santé. 2016). De plus, ce type de cancer est la premiere cause de

mortalité chez les enfants de 0 a 14 ans.

Actuellement, il n'existe aucun moyen permettant d'anticiper ou d'empécher
I'apparition des tumeurs intracraniennes. De plus, un pronostic défavorable leur est
souvent associé. |l devient donc impératif de trouver de nouveaux agents ayant une
toxicité minimale et un effet thérapeutique durable afin de prévenir et/ou traiter ce

type de cancer.



1.2.2 Classification des gliomes

Les tumeurs cérébrales se répartissent en deux catégories : les tumeurs primaires et
les métastases. La premiére catégorie correspond aux néoplasies se développant au
sein méme du SNC (Kesari, 2011). Les métastases, quand a elles, correspondent aux
tumeurs issues d’une migration au SNC de cellules cancéreuses initialement

présente dans un autre tissu (Brasileiro de Aguiar et al., 2014).

Parmi les tumeurs du cerveau, les plus fréquentes sont indéniablement les gliomes
qui représentent environ 70% de toutes les tumeurs cérébrales primaires, et qui
regroupent les astrocytomes, les épendymomes et les oligodendrogliomes (Dolecek
et al., 2012). L'OMS a réalisé un classement histologique des glioblastomes selon
leur degré de malignité, les subdivisant en différents grades de | a IV (Organisation
Mondiale De La Santé. 2016). Le grade | correspond aux tumeurs bénignes, non
cancéreuses et englobe les astrocytomes pilocytiques, qui sont des tumeurs qui se
caractérisent par un faible degré d'invasion tissulaire et par une masse tumorale
circonscrite (Chintala et al., 1999), et les astrocytomes sous-épendymaires a cellules
géantes. Ce stade atteint le plus souvent les enfants, et est curable par chirurgie. Le
grade |l regroupe les astrocytomes diffus qui sont des tumeurs semi-bégnines. Les
cellules cancéreuses de ce stade sont plus invasives, diffusent légérement mais
restent dans le groupe des tumeurs malignes a bas grade. S’en suivent les tumeurs
de grade Il qui regroupent les astrocytomes anaplasiques considérés comme des
cancers semi-malins et présentant un caractere assez invasif et un degré de diffusion
modéré (Chintala et al., 1999). Enfin, nous retrouvons les glioblastomes multiformes
(GBM) qui forment le grade IV et qui correspondent a des cancers malins. Ce sont
des tumeurs qui se démarquent par un niveau de diffusion et d'invasion élevé

(Chintala et al., 1999; Louis et al., 2007; Ricard et al., 2012). Les gliomes malins sont



trés vascularisés, et possédent la capacité d'envahir les tissus environnants du
cerveau. Malgré les progrés réalisés dans les traitements chirurgicaux et médicaux,

ce type de cancer a conservé son mauvais pronostic (Shakur et al., 2013).

1.2.3 Les glioblastomes

Les glioblastomes, aussi appelés glioblastomes multiformes (GBM), sont des
tumeurs astrocytaires malignes de grade IV (Organisation Mondiale De La Santé.
2016) qui se développent a partir des cellules gliales de forme étoilée du cerveau

connues sous le nom d’astrocytes (figure 1.2).

Le GBM peut survenir a la suite de la transformation d'un astrocytome de grade Il ou
Ill. On le qualifie alors de GBM secondaire (Ricard et al., 2012; Wen et Kesari, 2008).
Il peut aussi apparaitre directement du grade IV; et il s'agit dans ce cas de GBM
primaires. |ls surviennent a tout age mais dans 70% des cas entre 45 et 70 ans (Baldi
et al., 2010; Figarella-Branger et al., 2010; Tachamo et al., 2016). llIs siegent le plus
souvent au niveau des hémispheres cérébraux mais peuvent étre localisés partout
dans le SNC. L'évolution est souvent rapide (en 2-3 mois) sauf si le glioblastome
provient de la transformation maligne d'un astrocytome de bas grade (glioblastome
secondaire)(Figarella-Branger et al., 2010).

Les symptomes différent en fonction de la localisation de la tumeur, mais un certain
nombre de signes sont suggestifs. lls traduisent une hyperpression intracranienne
(céphalées, nausées et vomissements) qui s'associe souvent a des changements du
comportement ou a des déficits neurologiques focaux tel que des troubles de la

vision, perte de la mémoire et crises d’épilepsies (Tachamo et al., 2016).



Figure 1.2. IRM d’un Glioblastome temporal gauche.
[Image adaptée de Imaging consult]

Les glioblastomes sont parmi les tumeurs les plus meurtriéres avec une survie
moyenne des patients d'environ 16 mois (Niyazi et al., 2011). Ils sont connus pour
leur grande agressivité due a leur niveau élevé de prolifération, leur rapidité a
I’angiogeneése et leur pouvoir infiltrant dans les tissus sains. Les traitements actuels
sont tout d’abord I'opération chirurgicale d’exérése qui a pour but de retirer toute la
tumeur. Malheureusement, ce but est rarement atteint car les cellules cancéreuses
s'infiltrent dans le parenchyme cérébral normal (Baldi et al., 2010). La seconde
étape de traitement est la radiothérapie qui a pour objectif d’administrer une dose
suffisante de radiation pour détruire toutes les cellules cancéreuses, mais pas trop

élevée non plus afin de permettre aux cellules saines de se rétablir. Cette méthode



est souvent associée a de la chimiothérapie qui consiste en I'administration de
médicaments nitrosurés et de témozolomide dont la finalité est d’arréter ou de

ralentir la croissance des cellules cancéreuses (Parsons et al., 2008).

Malgré les progrés réalisés dans les traitements chirurgicaux et médicaux, ce type de
cancer a conservé son mauvais pronostic (Shakur et al., 2013). La faible efficacité de
la chimiothérapie actuellement, disponible pour les traitements de tumeurs
cérébrales, est en partie due a la présence de la barriere hémato-encéphalique
(BHE) qui sépare le sang du parenchyme cérébral et qui limite la pénétration de la
plupart des médicaments dans le systéme nerveux central (Regina et al., 2008). En
effet, la barriere hémato-encéphalique protége le cerveau des agents pathogénes,
des toxines et des hormones circulant dans le sang. C’est un filtre sélectif, a travers
lequel les aliments nécessaires au cerveau sont transmis, et les déchets sont
éliminés. Seules les molécules de masses molaire supérieure a 500 Da, car la taille de
ces molécules ne leur permet plus de traverser ce barrage par diffusion (Regina et

al., 2008).

1.3 Inflammation et cancer

1.3.1 Généralités

L'inflammation correspond a une réponse de défense de la part des tissus de
l'organisme, suite a une blessure locale provoquée par des agents physiques,
chimiques ou des germes pathogenes. Elle est souvent décrite par une rougeur, une

chaleur, un gonflement et une douleur (Shlipak, 2002).



C'est un processus immunitaire généralement bénéfique, puisqu'il permet
d'éliminer un agent néfaste. L'un de ses roles est de favoriser la reconstruction des
tissus lésés (Pujol, 1988). Malencontreusement, cet aspect de l'inflammation est
détourné au bénéfice de la tumeur pour I'aider a évoluer vers un stade plus avancé.
En effet, il est largement connu qu'une inflammation chronique contribue a la fois
au développement et a la prédisposition des différents tissus au cancer ou a d'autres

maladies (Andrew et al., 2009).

En situation physiologique, I'inflammation est déclenchée par des cellules présentes
dans la région endommagée, comme par exemple les plaquettes dans un caillot
sanguin, qui sécrétent des facteurs inflammatoires tels le PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor : Facteur de croissance plaquettaire) (Mannaioni et al., 1997). Les
facteurs inflammatoires permettent alors le recrutement de cellules de
I'inflammation comme les macrophages au site altéré. Ceux ci ont pour fonction de
défendre notre organisme et de favoriser la reconstruction de la zone tissulaire
abimée en sécrétant des enzymes, telles que les métalloprotéases (MMP) pour
réorganiser la matrice extracellulaire (MEC) et permettre ainsi l'infiltration des
cellules pouvant reconstruire le tissu (Coussens et Werb, 2002). Ces cellules sont les
cellules endothéliales qui créent de nouveaux vaisseaux sanguins, les cellules
épithéliales qui reconstruisent I'épithélium et les cellules du systeme immunitaire
qui défendent le tissu. De plus le mécanisme d’angiogenése, qui consiste au
développement de nouveaux vaisseaux sanguins par bourgeonnement a partir de
vaisseaux existants, est stimulé afin de revasculariser le tissu endommageé. La
prolifération des cellules au site de I'inflammation est induite par des facteurs de
croissance tels que VEGF (Epithelial Growth Factor: Facteur de croissance

épidermique), sécrétés par les macrophages afin de réparer le plus rapidement
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possible la zone lésée (Aggarwal et Gehlot, 2009). Une fois la réparation effectuée,

le processus inflammatoire cesse et I'équilibre biologique du tissu est rétablit.

Au cours des 20 dernieres années, de nombreuses recherches ont montré qu'au
niveau moléculaire, la majorité des maladies chroniques, dont le cancer, sont
engendrées par une réaction inflammatoire dérégulée et chronique (Gupta, S. C. et
al.,, 2010). Lors d’un cancer, l'inflammation présente un réel avantage pour la
tumeur car une part importante du processus inflammatoire est consacrée a la
reconstruction du tissu ce qui sollicite des mécanismes intervenant également dans
la tumorigenése. Les cellules tumorales sécrétent des facteurs inflammatoires tel
que PDGF et induisent I'inflammation tumorale. PDGF recrute les macrophages au
sein de la tumeur (figure 1.3) (Tecchio et Cassatella, 2016). L'inflammation se
comporte comme un puissant promoteur tumoral et permet la progression rapide
de I'oncogenése. Le développement et la survie, qui sont déja suractivés dans les
cellules tumorales, sont encore plus stimulés par I'inflammation (Lu et al., 2006).
L’angiogenése, qui est importante pour la croissance de la tumeur est induite par
I'inflammation. Lorsque les macrophages dégradent la MEC, ils favorisent en méme
temps linfiltration des cellules cancéreuses dans le tissu sain, cela a pour
conséquence d’accélérer I'oncogenése vers un stade invasif (Cross et Claesson-
Welsh, 2001). Un microenvironnement complexe et dynamique composé de cellules
inflammatoires et immunitaires est crée autour de la tumeur. La sécrétion
subséquente de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance affectent le
développement cancéreux deés l'initiation jusqu’a l'invasion (Sgambato et Cittadini,

2010).
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Figure 1.3. Inflammation protumorale.

Lorsqu’une tumeur sécréte des facteurs inflammatoires, comme le PDGF, elle
recrute des macrophages. Les propriétés du macrophage dans la reconstruction des
tissus sont alors utilisées au profit de la tumeur. Il y a stimulation de la prolifération
des cellules cancéreuses, de l'angiogenése tumorale et de l'invasion tumorale.
Abréviations: PDGF : Facteur de croissance plaquettaire. EGF: Facteur de
croissance épidermique. MMP : métalloprotéases. VEGF : Facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire. [Adaptée de futura-sciences Grégory Ségala).

1.3.2 Biomarqueurs de l'inflammation liés a la cancérogenese

Plusieurs biomarqueurs caractérisent le processus inflammatoire dans le cancer
dont certains facteurs de transcription et certains les facteurs de croissance. Ces
protéines de faible poids moléculaire (< 30000 daltons) stimulent la multiplication
cellulaire et ont effet sur la croissance des vaisseaux sanguins et les neurones. Les

chimiokines et les cytokines sont également des biomarqueurs qui régissent le
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développement tumoral (Andrew et al., 2009). Enfin ,les voies de signalisation tel
que NF-kB, p38, MAPK, ERK, JNK et Wnt promouvoient la cancérogénése (Béliveau
et Gingras, 2006).

1.3.2.1 Les facteurs de nécrose tumorale TNF-a et TNF-B.

Le facteur de nécrose tumorale (TNF) est une importante cytokine activatrice du
processus inflammatoire. Cette cytokine est sécrétée par les macrophages et agit en
synergie avec les interleukines IL-1 et IL-6, d’autres cytokines messageres et
régulatrices du systeme immunitaire (Aggarwal, B. B. et al., 2012; Aggarwal, Bharat
B. etal., 2012). Le TNF posséde deux isoformes : le TNF-a et le TNF-B (van Horssen
et al., 2006). Le TNF-B est secrété exclusivement par les lymphocytes, par contre le
TNF-a est produit par de nombreuses cellules: macrophages, monocytes,
lymphocytes T et B, kératinocytes, cellules mésangiales, épithéliales, endothéliales,
basophiles et mastocytes, polynucléaires neutrophiles, et éosinophiles, fibroblastes.
Il intervient de fagon prépondérante dans I'inflammation et le cancer (Takada et al.,
2008). Il agit par l'intermédiaire d’'un récepteur membranaire spécifique dont il
existe deux formes : TNF-R1 et TNF-R2 (figure 4). La présence d’une forme soluble
du TNF-R constitue un systéme de régulation important, la synthése du TNF-R étant
sous le controle du TNF lui-méme.

Lors de I'angiogenese tumorale, plusieurs facteurs de croissance aident la migration
des cellules endothéliales dont le TNF-a. En effet, le TNF-a y contribue
indirectement en stimulant la production des génes codant pour une famille de
récepteurs tyrosine-kinases dans l'endothélium, les éphrines-Al a travers ses
récepteurs TNF-R1 et TNF-R2 et est induit par la voie SAPK/JNK. La voie p38/MAPK

participe aussi a la migration induite par cette cytokine (Cheng, X. et al., 2001). Les
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actions du TNF dans les mécanismes de I'immunité et de l'inflammation s’exercent
sur de nombreux types cellulaires et sont diverses (figure 1.4). Dans notre étude,
I'utilisation du TNF-a sera a des fins de promotion de I'inflammation dans le milieu

de culture des glioblastomes (Takada et al., 2008).
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Figure 1.4. Implication de la liaison du TNF-a a son récepteur TNF-R1 dans toutes
les phases de la cancérogéneése.

Cette liaison permet le recrutement de la protéine kinase IKK. Une protéine
inhibitrice, IkB-a, qui se lie normalement a NF-kB et inhibe sa translocation, est
phosphorylée par IKK et ensuite dégradée, libérant NF-kB qui migre au noyau. Cette
liaison du TNF-a a son récepteur permet également une forte activation du groupe
JNK lié au stress, JNK est activé et se translate au noyau. Cela permet la transcription
d'une vaste gamme de protéines impliquées dans la survie et la prolifération
cellulaires, la réponse inflammatoire et les facteurs anti-apoptotiques. Durant la
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cancérogéneése, l'activation de ces voies de signalisation par le TNF-a aide au
processus de cancérogénése dans toutes ses phases de progression

1.3.2.2 Lacyclooxygénase-2

La cyclooxygénase-2 (COX-2) est une enzyme inductible par des médiateurs
inflammatoires et des cytokines telles IL-l, IL-6 et TNF-a, participe a la production de
prostaglandines dans les sites d'inflammation (Cheng et al., 2007). En effet, COX-2,
les prostaglandines synthétases et le cytochrome 5A jouent un rdle important dans
la production de cing prostanoides majeurs, la prostaglandine D2, la prostaglandine
E2, la prostaglandine F2a, la prostaglandine 12 et la thromboxane A2, qui participent
de facons importantes dans divers processus biologiques (Cheng et al., 2007; Dixon
et al., 2013; Kalinski, 2012). De plus COX-2 est hautement exprimée dans les cellules
inflammatoires de I'environnement tumoral (Kalinski, 2012; Sgambato et Cittadini,
2010). La régulation de son expression s’effectue de fagon transcriptionnelle et
traductionnelle (Cerella et al.,, 2010). Son activité est exprimée dans les cellules
endothéliales vasculaires, rénales et au niveau du SNC. Son ciblage thérapeutique et
préventif est de plus en plus populaire, car COX-2 constitue un biomarqueur
important de I'inflammation reliée au développement carcinogénique (Cerella et al.,

2010; Yao, M. et al., 2003).

1.3.2.3 Lavoie de signalisation NF-«kB

Les protéines de la famille de facteurs de transcription NF-kB comprennent cinq
sous-unités qui fonctionnent en homo ou hétérodimeres : p65 (Rel A), Rel B, c-Rel,

p50 (NF-kB-1) et p52 (NF-kB-2). L’hétérodimere p50:p65 constitue la forme
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classique, la plus étudiée, de NF-kB (Gupta, S. C et al., 2010). Ces cing protéines ont
toutes un domaine N-terminal d'environ 300 acides aminés, désigné le Rel-
homologie-domaine (RHD), qui permet leur liaison a I'ADN, leur dimérisation et leur
translocation nucléaire (Israél, 1991). La voie de signalisation par NF-kB relie les
phénoménes d’inflammation et de développement tumoral (Karin, 2009). Des génes
inflammatoires, immunorégulateurs, antiapoptotiques et régulateurs du cycle
cellulaire sont induits par NF-kB. Effectivement, NF-kB est un facteur de
transcription ubiquitaire qui régule |'expression des genes impliqués dans la
transformation, la survie, la prolifération, l'invasion, I'angiogenése et la métastase
des cellules tumorales (Helbig et al., 2003). De plus, NF-kB contréle |'expression des
genes impliqués dans un certain nombre de réactions physiologiques, y compris les
réponses immunitaires inflammatoires, les réactions inflammatoires de la phase
aigué, les réponses au stress oxydatif, I'adhésion cellulaire, la différenciation et

['apoptose (Gupta, S. C. et al., 2010).

Lorsqu'’il n’y a aucune stimulation chez les cellules, les protéines NF-kB (p50 et p65)
sont localisées dans le cytoplasme et sont reliées aux protéines inhibitrices IkB
présentes sous quatre isomeéres : IkB-a, 1kB-B,IkB-y et IkB-& (Espinosa et al., 2010;
Gutsche et al., 2016). La phosphorylation et la dégradation d'IkB-a permettent la
libération de I'hétérodimeére p50/p65 et permet alors sa translocation au noyau.
Lors de linflammation, la voie de signalisation NF-kB est activée et régule la
transcription de génes essentiels a la survie des cellules et a la formation
métastasique (Zheng et al., 2011). Ces génes activés par NF-kB incluent les cytokines
tel que « Colony Stimulating Factors » (CSF), le TNF-a ainsi que IL-1 et IL-6 (Helbig et
al., 2003). Comprennent également les chimiokines tels que IL-8, les molécules
d’adhésion cellulaires et I'enzyme COX-2 (Espinosa et al., 2010). Plusieurs de ces

produits, tel que le TNF-a, activent directement la voie NF-kB pour établir une
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boucle autorégulatrice positive pouvant amplifier et augmenter la durée de la

réponse inflammatoire (Yamamoto et Gaynor, 2001).

1.4 Les voies de signalisation intracellulaire impliquées
dans le cancer

1.4.1 La voie de signalisation des MAP kinases

Les protéines MAP (mitogen activated proteins) kinases sont des enzymes
essentielles appartenant a la superfamille des sérines/thréonine kinases (Davis,
1994). Elles sont impliguées dans 7 voies de signalisation distinctes qui permettent a
la cellule de répondre de maniére appropriée aux différents stimuli extracellulaires
(Cobb et Goldsmith, 1995; Dhillon et al., 2007). Les MAP kinases les plus
documentées et caractérisées sont ERK1/2, JNK, p38 et ERK5 (figure 1.5). Ces
enzymes jouent un role primordial dans I'embryogenése, la prolifération et la
différenciation cellulaire, et également dans la réponse au stress (Dhillon et al.,
2007). Les MAP kinases s’activent les unes les autres en cascade : la MAP-kinase est
activée par une MAP-kinase-kinase, elle-méme activée par d’autres : MAP-kinase-
kinase, MAP-kinase-kinase-kinase. Ces cascades sont mises en branle en aval des
récepteurs de la membrane cellulaire et des autres protéines de signalisation
cytoplasmique. Dans le cas du cancer, les fonctions de ces voies de signalisation sont

dérégulées (Roberts et Der, 2007).
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Figure 1.5. Les voies de signalisation des MAP kinases.

Les MAP kinases sont organisées en une cascade de signalisation, ou elles sont
activées par une kinase MAPKK et qui sont elles-mémes activées par la suite par un
type de kinases, MAPKKK, trés diversifié. Les classes les plus importantes des MAPKs
y sont représentées dans la figure: les voies d'ERK, p38 et JNK. [Adaptée de Dhillon

et al., 2007].

1.4.2 Lavoie de signalisation ERK

La voie ERK est une voie de signalisation intracellulaire qui joue un réle majeur dans
la prolifération cellulaire, la survie, la différenciation, la migration cellulaire ainsi que
I’angiogenése et I'apoptose (Busca et al., 2016). ERK est activée suite a une lésion de
'organisme ou a l'inflammation. Dans ces conditions d’alerte, le taux d’ERK

phosphorylé augmente de fagon séquentielle dans les cellules (Wang, L. N. et al.,
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2011). La signalisation de la voie ERK est anormalement activée lors d’un cancer.
Cela est la conséquence de I'activation en amont de récepteurs membranaires tels
que les récepteurs épidermiques de facteur de croissance (EGFR) et les protéines
RAS ou RAF, aidant ainsi a la survie et a la prolifération cellulaire et favorisant le

processus métastasique (Roberts et Der, 2007).

La protéine kinase ERK dispose de deux isoformes sous les noms de ERK-1 d’un poids
moléculaire de 43 kDa et ERK-2 de 41 kDa. Quand ces protéines sont phosphorylées,
elles acquiérent respectivement un poids moléculaire de 44 kDa et 42 kDa (Yao, Z. et
Seger, 2009). Ces deux isoformes possédent un degré d’homologie de séquence de
84% et ont des fonctions redondantes (Mendoza et al., 2015). La littérature nous
apprend qu’une modification de leur niveau d’expression pourrait expliquer la
plupart des divergences fonctionnelles constatées lors de leur suppression
spécifique (Frémin et al. ; Mendoza et al., 2015). Le niveau d’activation total de ces
kinases ERK-1 et ERK-2 se manifeste donc comme étant un parameétre
déterminant pour spécifier différentes réponses cellulaires suite a I'activation de la
voie ERK (Mendoza et al., 2015). Pour des raisons de simplicité, I'appellation ERK

sous-entendra les deux isoformes dans ce mémoire.

1.4.3 La voie de signalisation JNK

Les protéines JNK appartiennent a la famille des SAP (Stress Activated Protein)
kinases et sont présentes sous trois isoformes : JNK-1 (SAPK-y), INK-2 (SAPK-a) et
JNK-3 (SAPK-B). JNK-1 et JNK-2 sont exprimées de fagon ubiquitaires chez les
mammiféres (Auladell et al., 2017). JNK-3 semble étre plus limité et n’est localisé

qu’au niveau du cerveau, du cceur et des testicules. Leur appellation JNK (c-jun
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NH2-terminal kinases) est due a leur moyen d’activation qui est associé a la
phosphorylation du domaine NH2-terminal du géne proto oncogene c-jun. Comme
leur nom l'indique, elles sont impliquées dans la réponse au stress cellulaire, mais

aussi dans I'apoptose et la transformation maligne (Davis, 2000).

Les JNK sont activées par des cytokines, les radiations UV, la privation de certains
facteurs de croissance et les agents néfastes pour 'ADN (Kyriakis et Avruch, 2001).
Elles sont également activées mais plus faiblement par les récepteurs couplés aux
petites protéines G, le sérum et d’autres facteurs de croissance (Kyriakis et Avruch,
2001). Comme pour les autres MAP kinases, I'activation de JNK nécessite une
cascade de phosphorylation des résidus Tyrosine et Thréonine au niveau de leur
motif conservé Thr-ProTyr (Davis, 1994). Lorsque les cellules ne sont pas stressées,
I’activité kinase de JNK est inhibée par la protéine JIP-1 (JNK interacting protein 1).
Celle-ci se lie a JNK et la bloque au niveau du cytoplasme empéchant ainsi

I'induction des génes par cette voie de signalisation (Fuchs et al., 1998).

JNK est un médiateur de I'apoptose induite par le stress et est aussi associé a la
suppression de tumeurs en réponse a des stress, d’inflammation ou d’hypoxie (Biau
et al., 2015; Dhanasekaran et Reddy, 2008; Liu et Lin, 2007, 2015). Toutefois,
d’autres observations évoquent que la protéine JNK-1 joue un réle dans le processus
de cancérogénése des cellules. En effet, I'activation de JNK-1 est nécessaire dans la
tumorigenése induite par les UV (Ramaswamy et al., 1998). De plus, des certaines
études ont rapporté que JNK-1 aurait des fonctions pro-prolifératives alors que JNK-
2 serait plutot pro-apoptotique (Durbin, Hannigan, et al., 2009; DurbinSomers, et al.,

2009).
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1.4.4 Lavoie de signalisation p38

Comme les protéines JNK, la protéine p38 est un membre de la famille des SAP
kinases et possede quatre isoformes connues sous : p38-a, p38-B, p38-y et p38-6.
Ces protéines sont aussi activées par un stress cellulaire physique et chimique tel
que le stress oxydatif, les UV, I'hypoxie, des cytokines comme IL-1 et le TNF-a
(ZARUBIN et HAN, 2005). Les protéines kinases p38 sont impliquées dans plusieurs
réponses intracellulaires. En effet, I'activation de cette voie de signalisation a un réle
primordial dans la synthése de cytokines proinflammatoires (IL1B, TNF-a et IL-6)
(Guan et al., 1998), dans l'induction d’enzymes telles que COX-2 (Badger et al.,
1998), dans I'expression d’enzymes intracellulaires tel que iNOS, un régulateur de
'oxydation (Craxton et al., 1998; Da Silva et al., 1997), et d’autres molécules de
I'inflammation (Pietersma et al., 1997). Son implication dans I'apoptose n’est plus a
vérifier non plus (Fernandes-Alnemri et al., 1996; Henkart et Grinstein, 1996; Xia et
al., 1995), son réle est reconnu dans l'inflammation, la régulation du cycle cellulaire,
la mort cellulaire, le développement, la différenciation et la tumorigenése
(Coulthard et al., 2009). Son activation résulte de la phosphorylation d’'un motif
conservé Thr-Gly-Tyr (TGY) présent au niveau de sa boucle d’activation (Raingeaud
et al., 1995; Whitmarsh et Davis, 1996) ce qui entraine la migration de la protéine

dans le noyau.

1.5 Quelques biomarqueurs de I’angiogeneése, de l’invasion,
de la migration et des métastases

1.5.1 VEGF

Le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) est une molécule
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possédant cinq isoformes (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF), exprimés dans
plusieurs tissus comme le cerveau, le foie, les reins, le cceur, les ovaires et la peau
(Belgore et al., 2004). Ces protéines ont un réle prédominant dans la croissance
vasculaire (Holmes et al., 2007). En effet, le VEGF stimule la prolifération, inhibe
I'apoptose, augmente la perméabilité vasculaire et I'angiogenése en se liant a ses
récepteurs membranaires VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 (Byrne et al., 2005). Cette
protéine est secrétée par la majorité des cellules inflammatoires du systéme
immunitaire tels que les lymphocytes, macrophages, neutrophiles et éosinophiles,
mais également dans les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales
(Carmeliet et Jain, 2011). Les propriétés de cette protéine lui permettent de jouer un
réle important dans la progression tumorale. En effet, les tumeurs ont besoin de
nouveaux vaisseaux sanguins afin de satisfaire leur besoin en nutriments et en
oxygene et pour cela elles font appel au phénomeéne d’angiogenése que favorise le
VEGF (Carmeliet et Jain, 2011). Celui-ci est sécrété en réponse au manque
d’oxygénation locale (hypoxie) dans le microenvironnement de la tumeur et
également en réponse aux facteurs de croissance FGF, EGF, PDGF et TGF-B; les
chimiokines tel que IL-6 , la protéine tumorale p53 et I'estrogene (Carmeliet et Jain,
2011). Uinhibition de VEGF favoriserait I’arrét de la croissance tumorale dans le sens
ou cela bloquerait I'angiogenése et donc une incapacité des cellules tumorales a

satisfaire leurs besoins en nutriments et oxygene.

1.5.2 Matrice extracellulaire et métalloprotéases

La matrice extracellulaire (MEC) représente tout le matériel dont les cellules ont
* besoin pour vivre dans de bonnes conditions et sert de soutient aux tissus

environnants (Sottile et al., 2003). La MEC est composée de polysaccharides, de
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protéines fibreuses, de protéines de structure (collagéne, élastine) et de protéines
d’adhésion (fibronectine, laminine) jouant un réle important dans l'interaction
cellule-cellule ou cellule-MEC (Weber et Kuo, 2012). Elle est constamment en
remodelage par des protéases, notamment la famille des métalloprotéases

matricielles (MMPs).

Les MMPs sont des endopeptidases capables de dégrader tous les types de
composants protéiques de la MEC (Gialeli et al., 2011). Elles sont aussi impliquées
dans le remodelage tissulaire, le développement embryonnaire, la croissance et la
cicatrisation. Jusqu’a présent, il existe plus d’une vingtaine de MMPs, dont la
gélatinase A (MMP-2) et la gélatinase B (MMP-9), qui ont un réle dans la
cancérogéneése et qui nous intéressent tout particulierement dans le cadre de ce
projet (Belkaid et al., 2007). En effet, une fois ces deux MMPs activées, elles
dégradent le collagéne de type IV, la gélatine et I'élastine. Il y a alors une
augmentation des niveaux d’expression des gélatinases lors de la cancérogeneése.
Celles-ci sont spécifiquement impliquées dans les processus métastasiques et
inflammatoires (Annabi et al., 2007; Klein et al., 2004; Weber et Kuo, 2012). De plus,
les cellules cancéreuses expriment fortement les MMPs tout en réduisant la
transcription de leurs inhibiteurs, les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases

(TIMPs) (Weber et Kuo, 2012).

MMP-9 peut étre régulée selon de nombreux mécanismes : transcription, sécrétion,
activation, inhibition et glycosylation (Van den Steen et al., 2002). Dans la plupart
des cellules, sa transcription est induite par des cytokines, des facteurs de
croissance, des esters de phorbol tels que le 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(PMA), et des hormones se liant a des sites transcriptionnels spécifiques sur le
promoteur de la MMP-9. Cette métalloprotéase est également impliquée dans le

développement tumoral et dans I'angiogenése (Gupta, A. et al., 2013). La perte de
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contréle des mécanismes de régulation de la MMP-9 est également observée dans
les maladies inflammatoires (blessures chroniques, inflammation de la peau, des
tractus pulmonaires, gastro-intestinal et rénal, des articulations, des vaisseaux
sanguins et du systéme nerveux), infectieuses, vasculaires, dégénératives et

malignes comme dans le cas du cancer justement (Van den Steen et al., 2002).

1.5.3 Rodle de la périostine dans la cancérogénése

La périostine est une protéine d'adhésion sécrétée par les ostéoblastes et exprimée
préférentiellement dans le périoste des os et dans le ligament péridontal des dents
(Hwang et al., 2014). La masse moléculaire du précurseur de la périostine est
d'environ 93kDa. Plusieurs études ont montré la présence de facteurs modifiant
I'expression de la périostine dans la cancérogenéese. En effet, I'expression de la
périostine est modulée par le TGF-B (Horiuchi et al., 1999), BMP-2 (Hwang et al.,
2014) et le facteur de transcription Twist (Oshima et al., 2002). |l a été également
démontré que la sécrétion de la périostine peut étre modifiée par le PDGF et le FGF

(Michaylira et al., 2010).

Plusieurs études ont confirmé l'importance de la liaison de la périostine avec
plusieurs protéines matricielles (Ruan et al.,, 2009). Entre autres, la périostine
interagirait avec certaines intégrines aVp3, aVp5, a6B4 (Ruan et al., 2009), jouant
ainsi un réle dans la cancérogenése. Au niveau du cancer des ovaires, les
hétérodimeres aVPB3 et aVP5 seraient a l'origine de la régulation de la migration et
de 'adhésion cellulaire (Gillan et al., 2002). De plus, I'activité proangiogénique de la
périostine est liée a l'activation de la voie aVB3/FAK (Focal Adhesion Kinase) (Shao

et al., 2004). Il a été rapporté également l'existence d'une étroite relation entre
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avP3 et l'induction de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et cela suite a
I'interaction entre ces intégrines et le récepteur EGFR/HERI/ErBl, activant ainsi

I'invasion et finalement la métastase in vivo (Zhou, W. et al., 2015).

Enfin, tout comme les protéines de la MEC, la périostine semble aussi jouer un role
important dans certaines pathologies et, plus précisément, dans le remodelage
tissulaire. A ce jour, plusieurs équipes ont caractérisé son interaction avec les
intégrines modulant ainsi plusieurs processus cellulaires telles que les interactions
cellule-matrice, I'adhésion et la prolifération, et finalement dans les processus de
différenciation, de survie et de motilité cellulaire (Kudo et al., 2007; Sirica et al.,
2014). L'implication de la périostine dans les processus tumoraux a été prouvée
dans plusieurs recherches, notamment au niveau de l'instabilité génomique,
I'immortalisation, la survie cellulaire, l'invasion et enfin I'angiogenése et la

métastase (Zhou, W. et al., 2015)

1.6 Lasaine alimentation, une forme de prévention contre
le cancer

1.6.1 Chimioprévention par des molécules issues de la diéte

La lutte contre le cancer est devenu un des défis les plus importants de notre
époque. Selon une estimation réalisée par le Fonds Mondial de la Recherche contre
le Cancer en 2007, 30% de tous les cancers sont directement rattachés au régime
alimentaire des individus, et dans certains types de cancers comme celui du systeme
gastro-intestinal, ce pourcentage peut atteindre les 70%. Il a été également rapporté

qu’environ 30% des tumeurs peuvent étre évitées avec une bonne alimentation et
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une activité physique réguliere (Wiseman et al., 2008). De plus, de nombreuses
études épidémiologiques ont montré que la consommation de fruits et légumes
était associée a une baisse importante du risque de développer cette maladie
(Béliveau et Gingras, 2014). C'est pour cela que les molécules issues d’aliments ont
fait I'objet de nombreuses recherches et sont utilisées pour prévenir les cancers
(Béliveau et Gingras, 2014). En effet les fruits, légumes et épices sont connus pour
leurs excellentes sources en fibres, vitamines, minéraux et acides gras insaturés.
Plusieurs d’entre eux contiennent des composés phytochimiques bienfaisants pour
la santé tels que les polyphénoils, les alcaloides et les terpénes et ont été corrélés
pour inhiber linitiation a la cancérogénese et d'éviter le stade de l'invasion
métastasique (Aggarwal et Shishodia, 2006). Ces molécules phytochimiques font
partie intégrante de la chimioprévention qui correspond a l'utilisation d’agents
naturels ou synthétiques dans le but de prévenir, supprimer ou inverser la
progression tumorale (Aggarwal et Shishodia, 2006; Brenner et Hearing, 2008;
Svatek et al., 2008; Tan et al., 2011).

Les cibles des molécules chimiopréventives sont principalement les facteurs de
transcription (tel que NF-kB, P53, STAT3), les facteurs de croissance (TNF, PDGF,
VEGF,CSF), les protéines kinases (Akt, JNK, IKK, ERK, MAPK) et des protéines
impliquées dans I'apoptose, les métastases, I'adhésion et le cycle cellulaire (Bcl- 2,
caspase-3, COX-2, MMP-9, VCAM-1, cyclin D1) (Aggarwal et Shishodia, 2006;
Beliveau et Gingras, 2007). En conséquence, prévenir le cancer en arrétant le
développement des cellules précancéreuses est essentiel car méme les personnes
en bonne santé ont un certain nombre de tumeurs dormantes. De nos jours, la
notion de prévention du développement des microtumeurs dormantes par la

nutrition est clairement établie (Béliveau et Gingras, 2014).
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1.6.2 Les flavonoides, la sous-classe la plus abondante des
polyphénols

Les polyphénols sont les phytochimiques les plus abondants des agents alimentaires
végétaux, possédant divers avantages bénéfiques pour la santé, dont des effets
neuroprotecteurs, cardioprotecteurs et chimiopréventifs (Vauzour et al., 2010). Un
tiers de lI'apport total en polyphénols est représenté par les acides phénoliques, et
les deux tiers restants sont des flavonoides. Les flavonoides (de flavus, « jaune » en
latin) sont des molécules aromatiques polysubstituées abondamment présentes
dans la majorité des plantes alimentaires car elles constituent les métabolites
secondaires des plantes (Asif, 2012). Ces molécules ne participent pas de maniere
directe au développement de celles-ci mais elles sont primordiales dans la défense
des cellules des plantes envers les microorganismes, les insectes, et les radiations

UV (Harborne et Williams, 2000).

Les flavonoides comprennent plus de quatre mille cing cents membres et possedent
des propriétés antivirales, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antiallergenes,
antithrombotiques, antimutagénes, antinéoplasiques (Pietta, 2000). De plus, elles
ont des effets cytoprotecteurs sur différents types de cellules. Des études
épidémiologiques ont montré que la consommation de flavonoides peut étre

associée a une diminution du risque de plusieurs types de cancer (Birt et al., 2001).

Un flavonoide a une composition basée sur un squelette a 15 carbones et sa
structure s’organise toujours autour d’'un squelette 1,3- diphénylpropane C6-C3-C6
(Figure 1.6), décrit par une nomenclature spécifique. Les deux cycles benzéniques
sont nhommés cycle A et cycle B. Le chainon propyle C3 peut étre complété par une

fonction éther formant ainsi un cycle central, appelé cycle C (Uchimiya et al., 2016).
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Figure 1.6. Structure de base des flavonoides

Les flavonoides sont divisés en 6 sous-classes principales (figure 1.7):

Les flavones : abondantes chez les plantes supérieures sous forme aglycones
ou glycosylées. Certaines, comme la lutéoline sont en partie responsables de
I’aspect bianc ou ivoire de certaines fleurs, comme les roses et les ceillets.

Exemple : Apigénine, lutéoline.

Les flavanones : abondantes chez les agrumes, mais peu rencontrées chez les
autres fruits interviennent dans la relation structure-degré d’amertume.
Exemple : Aringénine, hespéridine.

Les flavonols : trés répandus dans le régne végétal. De ce fait, ils sont

abondants dans I'alimentation. lls peuvent participer a la couleur jaune de
certaines fleurs (primeveére, chrysanthéme jaune, fleur du cotonnier). On les
retrouve principalement sous forme glycosylée dans les fruits et les légumes.
Exemple : Quercétine, myricétine kaempférol.

Les catéchines : Initialement découverts dans les fruits de I'acacia a cachou,

présentes dans les féeve de cacao, plantes et racines.

Exemple : Epicatéchine, gallocatéchine.
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s Les anthocyanidines : les anthocyanidines ont un squelette flavylium qui a la

particularité d’étre un chromophore. Ces flavonoides sont des pigments
naturels trés fréquemment rencontrés chez les végétaux. Ils sont en partie
responsables des nuances de couleur rouge (A = 490-500 nm), violet (A = 560-
580 nm) et bleu (A = 580-595 nm) des fruits et des fleurs.

Exemple : Cyanidine, pélargonidine, delphinidine.

= |les isoflavones : sont présentes chez toutes les plantes mais seules les

plantes de lafamille des fabaceae (« légumineuses ») contiennent des
quantités significatives d’isoflavones, connues pour leur propriété
oestrogénique. On peut les retrouver dans le soja et les haricots verts.

Exemple : Génistéine, daidzéine.

La plupart des flavonoides présents dans les plantes sont attachés a des sucres
(glucosides), mais peuvent se trouver sous forme d'aglycones (Asif, 2012). L'intérét
envers les bénéfices des flavonoides sur la santé a augmenté en raison de leur
puissante propriété antioxydante et de leur capacité a capter les radicaux libres

observés in vitro (Ross et Kasum, 2002).
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1.6.3 L’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), un polyphénol du thé
vert

Le thé est la seconde boisson la plus consommée dans le monde aprés I'eau. 1l existe
différents types de thé : noir, oolong et vert produits a partir des feuilles issues de
I'arbre a thé ou théier le Camellia Sinensis (Liang et al., 2007). Le thé est consommé
en chauffant des feuilles fraiches a une haute température a la vapeur afin que le
contenu polyphénolique d’intérét bénéfique pour la santé ne soit pas altéré (Astill et
al., 2001; Liang et al., 2007).

L'activité biologique chimio-préventive du thé vert a été documentée dans de
nombreux articles scientifiques portant sur les cancers de la peau, des poumons, de
I'cesophage, de |'estomac et plusieurs autres (Khan et al., 2006). Prenons I'exemple
du cancer colorectal: Il a été démontré chez les grands buveurs de thé une
réduction de lincidence du cancer colorectal de 57%. Additionnellement a cela, le
thé vert aurait des vertus préventives pour les maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives (Cooper et al., 2005).

Ces propriétés bienfaisantes dans le thé vert sont favorisées par les polyphénols,
tout particulierement les catéchines présentes dans les feuilles du thé vert. Les
principales catéchines du thé vert sont : (-)-épigallocatéchine-3-gallate (EGCG)
(figure 1.8), (-)-épigallocatéchine (EGC), (-)-épicatechine-3-gallate (ECG), (-)-
épicatéchine (EC), catéchine (C) et gallocatéchine (GC) (Zaveri, 2006).
Parmi toutes ces catéchines, 'EGCG est la plus présente dans le thé vert. Une seule
tasse de thé vert contient environ 200 mg de polyphénols dont 50% d’EGCG et la
majorité des effets biologiques du thé vert lui sont attribuées (Béliveau et Gingras,
2014; Chatterjee et al., 2012; Di Domenico et al., 2012) En effet, sa structure gallate
lui confere un puissant pouvoir antioxydant. Cela lui permet d’inactiver les radicaux

libres et de chélater certains ions (Zaveri, 2006). De plus, la masse moléculaire de
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I'EGCG étant de 458,372 Da ,celle-ci peut facilement passer la barriere hémato-

encéphalique du cerveau.
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Figure 1.8. Structure chimique de 'EGCG
[Adapté de Zaveri, 2006}

De plus, il a été prouvé que cette molécule était impliquée dans de nombreux
mécanismes cellulaires ciblés dans le cancer. Premiérement, 'EGCG est reconnue
pour ses propriétés anti-angiogéniques en bloquant I'activation du récepteur au
VEGF a la surface des cellules {Lamy et al., 2002), et en inhibant la production
cellulaire de VEGF en affectant la transcription de certains génes (Jung et al., 2001;
Rahmani et al., 2015). Dans un deuxieme temps, le thé vert ralentit la multiplication
cellulaire, surtout celle des cellules anormales que I'on trouve généralement en
début de maladie, indiquant ainsi que la croissance des cancers est inhibée. De plus,
I'EGCG inhibe la libération du TNF et réduit |'activité de I'ornithine décarboxylase,
des biomarqueurs des cancers de l'estomac et du célon (Lagarde, 2001), I
fragmente I'ADN de la cellule cancéreuse, provoquant son apoptose (mort cellulaire

programmeée) (Asano et al., 1997; Hibasami et al., 1998).
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L'EGCG est aussi appréciée pour sa capacité a inhiber l'invasion métastasique
cancéreuse (Annabi et al., 2005). En effet cette molécule prohibe l'action des
métalloprotéines MMP-2 et MMP-9 dans les cellules cancéreuses et les cellules
endothéliales (Ho et al., 2007). Ces enzymes jouent un réle important dans la
dégradation de la membrane basale facilitent l'invasion des cellules, les métastases
et l'angiogenése (Ho et al.,, 2007). Enfin, il a été démontré que I'EGCG avait
également un pouvoir inhibiteur contrant I'activation de I'EGFR et HER2 , ainsi que
celles de plusieurs voies de signalisations telles que la voie Akt, ERK et NF-kB dans

diverses tumeurs (Li et al., 2014).

1.6.4 L’hydroxytyrosol un composé bénéfique pour la santé dans

Phuile d’olive

L'incidence du cancer dans les pays méditerranéens est plus faible que dans les pays
européens et américains (Key et al., 2007). Plusieurs études ont prouvé que le bassin
méditerranéen était beaucoup moins touché par le cancer du gros intestin, du sein
de 'endomeétre et de la prostate, et la principale raison est décernée au régime
alimentaire de cette région du globe (Béliveau et Gingras, 2014). En effet, ces
habitudes alimentaires sont exemplaires: riches en fruits et légumes, une
consommation relativement faible de viande rouge et une forte consommation
d’huile d'olive et de ses produits. Il a été estimé que les chances d’avoir un cancer
sont diminuées de 15% chez les personnes adoptant un régime alimentaire de type

méditerranéen (Béliveau et Gingras, 2014).

L’huile d’olive est le principal acteur de cette machinerie anti cancéreuse. En effet,

plusieurs études se sont intéressées a ses effets bénéfiques sur la santé et ont
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rapporté que les lipides de I'huile d'olive préviennent le cancer par comparaison aux
autres formes de lipides ajoutés en raison de leur teneur élevée en acides gras mono
insaturés (Owen et al., 2000 a; Owen et al., 2000 b; Visioli et Galli, 2001). Les
composés de I'huile d’olive participent a la protection contre le cancer, tel est le cas
des composés phénoliques de I'huile d'olive. Dans ce cadre, nous nous sommes

penchés sur I'hydroxytyrosol (HT) (figure 1.9) et ses propriétés anticancéreuses.

L’hydroxytyrosol se trouve surtout dans l'olivier et dans ses fruits : les olives, ses
feuilles et la pulpe. Il a été découvert lors du processus de fabrication de I'huile
d'olive, appelé «trituration» (Schaffer et al., 2007). L’hydroxytyrosol est le phénol le
plus abondant dans I'huile d’olive et se caractérise par un groupement catéchol qui
lui confére ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Charoenprasert et
Mitchell, 2012; Rietjens et al., 2007). Ses vertues ont déja été prouvées sur un
adénocarcinome du cblon humain (cellules HT-29) et la leucémie promyélocytaire

(Fabiani et al., 2002).

OH

HO
OH

Figure 1.9. Structure chimique de I'hydroxytyrosol

De plus, I’hydroxytyrosol a le plus haut niveau d’activité d’absorption des radicaux
libres jamais documenté pour un antioxydant naturel, et il posséde des

caractéristiques particuliéeres qui augmentent son efficacité (de Bock et al., 2013).
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Ces particularités sont une absorption rapide dans la circulation sanguine et les
tissus, sa capacité a traverser la BHE et ainsi pouvoir absorber les radicaux libres
dans le SNC (Miro-Casas et al., 2003). Enfin, il est un métabolite de la dopamine, un
neurotransmetteur. Ce qui lui permet de jouer un réle dans la neuroprotection.
(Miro-Casas et al., 2003) De plus, avec sa masse moléculaire de 154,16 Da, elle peut

facilement passer la barriere hémato-encéphalique du cerveau.

Les différents composés phytochimiques de I'huile d'olive ciblent essentiellement
I'inhibition des protéines kinases, l'induction de I'apoptose, l'inhibition de la
migration cellulaire et de la métastase (Vazquez-Martin et al, 2012). Il a été
démontré que les composés phytochimiques de ['huile d'olive inhibent
I'angiogenése tumorale en bloguant I'action du VEGF et de son récepteur VEGF-R2,
la tubulogenése, la prolifération et la migration des cellules endothéliales affectant

et la progression tumorale (Lamy et al., 2014).

1.6.5 La quercétine

La quercétine est un flavonoide présent chez les plantes comme métabolite
secondaire. C'est aussi le plus abondant et le plus étudié de notre alimentation. La
biodisponibilité de la quercétine dépend de son degré de glycosylation (figure 1.10)
(Ross et Kasum, 2002). Elle est présente sous forme de glycosides, avec un ou deux
résidus de glucose, dans l'oignon qui constitue une des principales sources
alimentaires de flavonoides. On la retrouve également dans les capres, les choux, les
baies, le raisin, les haricots verts, le thé, les pommes et le sarrasin (Béliveau et

Gingras, 2014). La quercétine est aussi disponible sous forme de complément
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alimentaire (Nutrition et Cancer Rapport d'expertise collective 2011). De plus, sa
masse moléculaire étant de 302,236 Da ,celle-ci peut facilement passer la barriére

hémato-encéphalique du cerveau.

Figure 1.10. Structure chimique de la quércétine.

La quercétine est connue pour ses propriétés proapoptotiques et antioxydantes
(Boots et al., 2008). En effet, elle s’est avérée efficace en prévention de la
prolifération cellulaire et de la carcinogenése dans de nombreux autres modeles
(Lagarde, 2001). Plusieurs mécanismes ont été suggérés pour expliquer l'inhibition
de la cancérogenese par la quercétine. Les topoisomérases sont des enzymes
entrainant des torsions de I'ADN pendant la réplication et la transcription,
responsables du développement de la tumeur (Nitiss, 2009). La quercétine est
antagoniste des topoisomérases | et Il produites par les cellules tumorales (Sudan et
Rupasinghe, 2014). La quercétine a aussi des propriétés anti-inflammatoires. De
plus, la quercétine induit, dans certaines cellules tumorales (lymphome T, tumeur du
colon), un arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Zhou, J. et al., 2016). Sur plusieurs

lignées de cellules cancéreuses, la quercétine a induit I'apoptose dans ces modéles
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se reflétant par la fragmentation de leur noyau et par la condensation de la

chromatine nucléaire (Granado-Serrano et al., 2006).

Selon une grande étude épidémiologique réalisée en Finlande, les personnes
consommant une quantité élevée de quércétine avaient une faible incidence de
cancer du sein et du poumon et de la prostate (Knekt et al., 2002; Nichenametla et
al., 2006). De méme que pour l'étude réalisée en Espagne, la quercétine s’est

montrée efficace contre le cancer gastrique (Garcia-Closas et al., 1999).

1.6.6 La delphinidine

La delphinidine est une molécule que I'on retrouve dans de nombreux aliments tels
que les petits fruits comme les bleuets, raisins et légumes comme I'oignon rouge
(figure 1.11). C’est un flavonoide appartenant a la sous-classe des anthocyanidines,
de puissants antioxydants, qui constituent les pigments responsables de la
coloration de nombreuses fleurs et de nombreux fruits (Yun et al., 2009). Ainsi, la
delphinidine et ses dérivés donnent les teintes bleues, violettes et rouges des fleurs
(telles que les violettes ou les delphiniums), mais aussi des fruits (tels que les raisins
du cépage Cabernet-Sauvignon, les fruits rouges, les canneberges et les grenades)
(Afaq et al., 2007; Béliveau et Gingras, 2006, 2014). Sa masse moléculaire étant de

338,7 Da, elle passe facilement la barriere hémato-encéphalique du cerveau.
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Figure 1.11. Structure chimique de la delphinidine.

Les anthocyanines possédent de nombreuses vertues incluant des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-microbiennes, anti-cancéreuses et
neuroprotectrices (Yun et al., 2009). Effectivement, des études ont démontré que
les anthocyanidines possedent un bon potentiel dans la prévention du cancer
(Aggarwal et Shishodia, 2006; Hou, 2003; Lila, 2004). Les anthocyanes ont la capacité
d’inhiber la promotion tumorale et ont un potentiel antiangiogénique (Bagchi et al.,
2004; Bomser et al.,, 1996; Wang, L. S. et Stoner, 2008). Au sein de notre
laboratoire, nous avons également démontré que la delphinidine inhibe le potentiel
invasif des glioblastomes (Ouanouki et al., 2016) et qu'elle est également un
inhibiteur puissant de I'angiogenése in vitro et in vivo par l'inhibition de la

phosphorylation de VEGFR-2 (Lamy et al., 2006; Ouanouki et al., 2016).

1.6.7 Le curcuma et curcumine

La curcumine (diféruloylméthane) (figure 1.12) est un pigment polyphénolique
jaune extrait des rhizomes de Curcuma longa (curry) (Gupta et al., 2012). Cette
plante herbacée, est cultivée en Inde, en Chine, a Taiwan, au Japon, au Myanmar, en
Indonésie et en Afrique (Araujo et Leon, 2001). L'Inde est le plus grand producteur

et le plus grand consommateur de curcuma au monde. A lui seul, la consommation
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atteint 80% de la production mondiale ce qui signifie un apport alimentaire

quotidien d’environ 2g de curcuma par personne (Béliveau et Gingras, 2014).

Curcumin

Figure 1.12. Structure moléculaire de la curcumine.

La curcumine est connue pour sa capacité a moduler I'expression des proto-
oncogeénes responsables de la prolifération tumorale (c-fos, c-jun, c-myc, bcl-XL). Elle
inhibe également l'activité de la protéine kinase C et de la tyrosine kinase des
cellules tumorales (médiateurs de signal cellulaire), bloquant ainsi le signal de
transduction de ces cellules et induisant par ce mécanisme leur apoptose dans les
phases de promotion et de progression (Cheng, A. L. et al., 2001; Gupta et al., 2012).
Cet effet de la curcumine s'explique par l'inhibition marquée de la voie de
signalisation NF-kB (Gupta et al.,, 2012; Olivera et al, 2012). Elle inhibe la
transformation, par le virus de I'Epstein Barr, des lymphocytes B en lymphomes
(tumeur des ganglions) (Oh et al., 2014). L'inhibition de la croissance des tumeurs
dépend du moment et de la quantité d'administration de curcumine. L'intensité de
cette inhibition est corrélée avec celle de l'inhibition de I'activité de ['ornithine
décarboxylase. La curcumine arréte le cycle cellulaire aux niveaux des phases S/G2
et G2/M. Elle stimule I'activité de deux enzymes antioxydantes engagées dans la
détoxification des produits de la peroxydation lipidique : la glutathion-peroxydase et

la glutathion-transférase (Gupta, S. C. et al., 2013).De plus, la masse moléculaire de
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la curcumine étant de 368,38 Da ,celle-ci peut facilement passer la barriere hémato-

encéphalique du cerveau.

La curcumine est un puissant anti-inflammatoire qui réduit la production de TNF-a
et qui inhibe ['activité de I'enzyme COX-2, diminuant ainsi la synthese des
prostaglandines inflammatoires et des thromboxanes de la série 2 (Gupta, S. C. et
al., 2013). La curcumine présente des propriétés anti-angiogéniques, elle réduit la
prolifération de néovaisseaux nécessaires au développement des tumeurs solides.
Cette propriété s'explique par l'inhibition de la synthése d'ADN des cellules de
I'endothélium vasculaire (Yance et Sagar, 2006). La curcumine réduit a la fois le
nombre et le volume des tumeurs (Pulido-Moran et al., 2016). Enfin, elle s'est
également révélée efficace pour inhiber les effets cestrogéniques des pesticides et

des substances chimiques de I'environnement.

1.7 Prévenir le cancer

Comme disait Hippocrate durant lI'antiquité, il est plus important de savoir quel type
de personne a la maladie que de savoir quel type de maladie a la personne (Paving
the Way for Personalized Medicine, 2013). La médecine personnalisée (MP) repose
sur ce principe méme. En effet, la MP se définit comme une médecine qui propose
des interventions sur mesure en fonction des caractéristiques propres du patient et
se référe donc a des soins de santé adaptés a I'individu (Abrahams et Silver, 2009).
Depuis le début du XXI™e siecle, la notion de génétique a été ajoutée dans cette
définition. Cela implique I'utilisation de nouvelles méthodes d’analyses moléculaires
visant a fournir une meilleure prise en charge de la maladie dont souffre un patient

en fonction des spécificités génétiques et biologiques, mais également en tenant
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compte de I’environnement du patient et de son mode de vie (Mini et Nobili, 2009).
L'ultime but est de mettre |'accent sur une médecine préventive, sélectionner un
traitement optimal et réduire les prescriptions d'essais et d'erreurs, aider a éviter les
réactions secondaires indésirables des médicaments, améliorer la qualité de vie,
révéler des utilisations supplémentaires ou alternatives des médicaments et aider a
contrdler le colt global des soins de santé (Abrahams et Silver, 2009; Paving the

Way for Personalized Medicine, 2013).

De nos jours, les traitements utilisés contre certaines maladies ne sont pas efficaces
chez tous les patients. En effet 75% de la population atteinte du cancer ne
répondent pas aux traitements qu’on leur prescrit (figure 1.13) (Spear et al., 2001).
Les causes de |'échec du traitement sont plus difficiles a déterminer, mais on peut
supposer qu'une fraction importante est causée par des facteurs évitables. Le
caractére génétique basé sur le patient est susceptible d'étre une composante
majeure des événements indésirables médicamenteux non préventifs et de |'échec
thérapeutique, et pourrait contribuer entre 25% et 50% des réponses inappropriées

aux médicaments (Spear et al., 2001).
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PERCENTAGE OF THE PATIENT POPULATION FOR WHICH

A PARTICULAR DRUG IS INEFFECTIVE, ON AVERAGE

SSRis

STHMA DRUGS 40% mnwww
A

Source of data: Brian B. Spear, Margo Heath-Chiozzi, Jeffery Huff, “Clinical
Trends in Molecular Medicine,” Volume 7, Issue 5, 1 May 2001, Pages 201-204.

Figure 1.13. Une taille unique ne convient pas a tous.

Cette figure nous indique le pourcentage de patients ne répondant pas
correctement aux traitements prescrits pour leur maladie. Il faut noter que le
manque d'efficacité chez un patient donné peut refléter une interaction complexe
de facteurs et peut également résulter de régimes posologiques inadéquats ou
inappropriés d'un médicament qui serait autrement efficace, ainsi que le manque de
conformité adéquate du patient. (Paving the Way for Personalized Medicine, 2013).

En expliquant pourquoi certains patients répondent ou ne répondent pas a un
médicament et pourquoi certains éprouvent des effets indésirables alors que
d'autres ne le font pas, nous pourrions utiliser ces informations pour adapter les
indications de médicaments a certaines populations, améliorant ainsi la sécurité et

I'efficacité des médicaments en précisant la ou les populations dans lesquelles elles
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doivent étre utilisées (Butts et al., 2013). La MP permettra d’apporter de nouvelles
connaissances dans ce domaine et de développer des biomarqueurs génétiques qui
serviront de guide pour prendre les meilleures décisions thérapeutiques (Butts et al.,
2013; Verma, 2012). Pour le cas du cancer, la MP implique une thérapie
d’adaptation pour chaque patient en fonction des caractéristiques uniques de sa
tumeur d’'une maniére physiologique, moléculaire, génétique et épigénétique (Cho
et al., 2012; Ene et Holland, 2015). La capacité de caractériser d’'un point de vue
moléculaire les cellules tumorales a augmenté de fagon spectaculaire durant ces 20
derniéres années et a montré qu'il existait des différences significatives entre les
échantillons de patients ayant le méme type de tumeur ("Comprehensive genomic
characterization defines human glioblastoma genes and core pathways," 2008; Ene
et Holland, 2015). Etant donné cette grande variabilité dans les mutations, cela nous
conforte dans I'idée que la MP serait la seule approche réaliste pour éradiquer cette

maladie chez tous les patients (Butts et al., 2013).

Plus précisément, pour le GBM, il existe une hétérogénéité inter-tumorale mais
également une hétérogénéité intra-tumorale au sein méme de la tumeur. Cela nous
Ate tout espoir de parvenir a une guérison avec les moyens actuels utilisés pour
contrer la progression de cette maladie. De plus cela suggére que pour une thérapie
personnalisée, les agents pharmacologiques ne seraient pas seulement adaptés pour
cibler les différences de patient a patient, mais également pour la diversité de
mutations au sein de la tumeur de chaque patient (Ene et Holland, 2015; Huse et al.,

2013).
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OBJECTIFS DE RECHERCHE ET PROBLEMATIQUE

L’objectif de ce projet est de caractériser sept lignées cancéreuses de glioblastomes
les plus utilisées dans les manipulations expérimentales de laboratoires dans le
domaine de la recherche contre le cancer du cerveau. Ces 7 lignées sont les U-87
MG, U-138 MG, U-118 MG, U251, A172, T98G et Hs683.

Nous émettons I'hypothése que les sept lignées cellulaires, malgré leur statut
commun de « glioblastome » ne réagissent pas de la méme maniéere lorsqu’elles
sont stimulées par la méme dose de TNF-a. Nous supposons également que le
pouvoir cytotoxique de nos molécules naturelles d’intérét sera également différent

chez les sept glioblastomes.

Cette étude comparative couvrira tout d’abord I'effet de I'inflammation induite par
le TNF-a. Nous verrons dans ce cas-la, comment réagissent les marqueurs de
I'inflammation de I'angiogenese et de linvasion face a ces stimulations pro-
inflammatoires au niveau protéique et génique.

Dans un deuxiéme temps, nous nous intéresserons aux 4 lignées de glioblastomes
au pouvoir invasif différents afin de tester I'effet des molécules phytochimiques
connues pour leurs propriétés anticancéreuses sur les mémes biomarqueurs

d’intérét face a I'inflammation, induite par le TNF-a.
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Les résultats obtenus nous permettront de dresser un profil d’expression des
biomarqueurs pour chacune des lignées, de mieux les cibler afin d’optimiser de
nouveaux traitements, prévenir la croissance des glioblastomes et de nous
permettre de répondre aux questions suivantes :

* Les glioblastomes réagissent-t’ils de la méme maniére a l'inflammation et
face aux différents traitements anticancéreux ?

e Quel est le meilleur candidat phytochimique pour la prévention du cancer du
cerveau ?

* Faut-il un traitement personnalisé dans chaque cas de glioblastome ?



CHAPITRE Il

MATERIELS ET METHODES

3.1 Matériels

Les différentes lignées cellulaires de glioblastomes (U87, U251, U138, Hs683, U118,
Al172 et T98) ont été achetées chez la compagnie ATCC (American Type Culture
Collection (ATCC; Manassa, VA) et de NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell line
repository. Le TNF-a, sous forme lyophilisé a été fournie par la société Calbiochem
(TNF-a Human, Recombinant, E.coli Cat# 654205) et le numéro de lot utilisé est
D00141593. La catéchine EGCG utilisée provenait de MP Biomedicals (Solon, OH).
L’hydroxytyrosol et la delphinidine proviennent de la compagnie Extrasynthese, la
quercétine provient de la compagnie Sigma Chemical Company, et le curcumin
utilisé de la compagnie LKT Laboratories. La migration cellulaire est effectuée a I'aide
du Real-Time Cell Analyzer (RTCA) dual-plate (DP), et du system xCELLigence (Roche
Diagnostics, QC). Les anticorps dirigés contre p-ERK (#4370), p-JNK (#46715), JNK
(#4252), p-IkB-a (#9242), p-p38 (#45115), p38 (#92125), p-NF-kB p65 (#3033), NF-kB
p65 (#8242) sont de Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Les anticorps contre
ERK (#sc-94) viennent de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Les anticorps
anti-COX-2 (#610203) proviennent de BD Transduction Labolatories (Mississauga,
ON). L'anticorps contre la périostine est de abcam (abc 152099). Les produits
d'électrophorése et de zymographie (acrylamide, TEMED, APS, SDS) proviennent de

Bio-Rad (Mississauga, ON). Les échantillons protéiques sont dosés par micro-BCA
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(Pierce, Rockfort, IL). Les tubes de concentration des milieux de culture conditionnés
proviennent de Millipore (cat # UFC 501096, Temecula, CA). L'extraction de I'ARN
total est effectuée avec du TRIzol (Invitrogen, Burlington, ON). La synthése d'ADNc a
partir de I’ARN total est réalisée avec le kit high capacity cDNA reverse transcription
(Applied Biosystems, Poster City, CA) et la mesure des amplicons est effectuée par
PCR en temps réel avec du SYBR Green (Bio-Rad, cat. #170-8882, Missisauga, ON).
Les autres réactifs proviennent de chez Sigma-Aldrich (Oakville, ON). Les amorces

proviennent de la compagnie QIAGEN.

3.2 Les 7 lignées cellulaires dérivées de glioblastomes

La lignée cellulaire U-251, anciennement connue sous le nom de U-373, sont des
cellules cancéreuse provenant d’un glioblastome astrocytaire de grade lll. Le patient
dont originait cette tumeur était de type caucasien et agé de 61 ans. La lignée
cellulaire U-138 provient d’une tumeur définit comme étant un glioblastome classé
de grade IV en 2007. Cette tumeur du cerveau appartenait a un individu caucasien
de genre masculin 4gé de 47 ans. Les lignées cellulaires U-118 et U-138 appartenant
a différents individus, ont des motifs VNTR et STR similaires. Elles sont trés similaires
cytogénétiquement et partagent au moins six chromosomes marqueurs dérivés. La
lignée cellulaire U-118 provient d’une tumeur de glioblastome classé de grade IV en
2007. Cette tumeur du cerveau appartenait a un homme caucasien agé de 50 ans. La
lignée cellulaire U-87 provient d’un glioblastome classé de grade IV en 2007. Cette
tumeur primaire du cerveau appartenait a une femme caucasienne agée de 44 ans.
Les Hs-683 sont des cellules tumorales issues d’un oligodendrogliome de grade Ill.
Elles proviennent d’'un homme caucasien agé de 76 ans. La lignée cellulaire T-98

provient d’un glioblastome de grade IV d’homme caucasien agé de 61 ans. Enfin la
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lignée cellulaire A-172 est issue d’un glioblastome primaire de grade IV d’un patient

agé de 53 ans.

LIGNEES TYPE GRADE SEXE/ ETHNIE/AGE
CANCEREUSES
U251 Glioblastome 1 homme caucasien,
astrocytaire 6lans.
U138 Glioblastome \Y) homme caucasien
47 ans.
usz? glioblastomes v femme caucasienne
astrocytaire 44 ans.
U118 Glioblastome v homme caucasien
astrocytaire 50 ans.
Al172 Glioblastome v homme 53 ans
HS683 Oligodendrogliome [} homme caucasien
76 ans.
T98 Glioblastome v homme caucasien
multiforme 61 ans.

Tableau 3.1. Informations sur les lignées cellulaires utilisées dans notre travail

(ATCC = American Type Culture Collection).

3.3 Meéthodes

3.3.1 Culture cellulaire

Les lignées cellulaire U87 et U138 ont été cultivées a 37°C sous une atmosphére

humide avec 5 % de CO2 et 95 % d'air, dans un milieu de culture EMEM (Wisent,

#cat 320- 036CL) contenant 10 % (v/v) sérum de veau (SV) (HyClone Labotories,
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Logan, UT SH30541.03), 1 mM de pyruvate de sodium (Sigma-Adrich, Oakville, ON),
2 mM glutamine (Gibco, #cat 25030), 100 unités/ml pénicilline et 100 mg/ml
streptomycine (Wisent, #cat 450- 202-EL). Les cellules U251 et U118 ont également
été cultivées a 37°C, sous une atmosphére humide a 5 % de CO2 et 95 % d'air dans
un milieu de culture DMEM (Wisent, #cat 319-020CL) contenant 10% (v/v) sérum
foetal bovin (FBS) (HyClone Labotories, Logan, UT SH30396.03), 100 unités/ml
pénicilline et 100 mg/ml streptomycine (Wisent, #cat 450-202-EL). Le milieu de
culture des lignées cellulaires HS683 et A172 était a une température de 37°C et
d’'une composition atmosphérique humide contenant 5% de CO2. Le milieu de
culture utilisé est le DMEM (Wisent, #cat 319-020CL) contenant 10 % (v/v) sérum de
veau (SV) (HyClone Labotories, Logan, UT SH30541.03) et 100 mg/ml streptomycine
(Wisent, #cat 450-202-EL). Les cellules T98 ont été cultivées a 37°C également, avec
une atmosphere contenant 5% de CO2. Leur milieu de culture était le milieu EMEM
(Wisent, #cat 320- 036CL) contenant 10% (v/v) sérum fecetal bovin (FBS) (HyClone
Labotories, Logan, UT SH30396.03), 100 unités/ml pénicilline et 100 mg/ml
streptomycine (Wisent, #cat 450-202-EL).

3.3.2 Extraction de I'ARN total

Les cellules sont cultivées en monocouche pendant 48h et traitées a 25 uM des
différentes molécules phytochimiques (hydroxytyrosol, EGCG, quercétine,
delphinidine et curcumin} pendant 24 h. L'ARN total des cellules est isolé en
utilisant du TRizol suivant les instructions du fabriquant (Invitrogen). 200 ul de
chloroforme sont ajoutés au TRizol puis le lysat est centrifugé pendant 15 min a une
vitesse de 12 000 g a 4°C. La phase supérieure est ensuite récupérée et 500 pl

d'isopropanol y sont ajoutés. Aprées une période d'incubation de 10 min a
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température piéce, le mélange est centrifugé a 12 000 g pour 10 min a 4°C. Le
surnageant est enfin remplacé par 1 ml d'éthanol 75% afin de laver le culot d'ARN et
le tout est centrifugé une derniére fois durant 10 minutes a 12 000 g a 4°C. L'ARN
obtenu est resuspendu dans 20 ul d'eau RNase-free et quantifié par absorbance a
une longueur d'onde de 260 nm. Lindicateur de pureté 260/280 de nos échantillons
d’ARN était d’une valeur supérieur a 1,8. Enfin, les échantillons sont congelés a -

80°C jusqu'a utilisation.

3.3.3 Syntheése d' ADNc et PCR en temps réel

L’ARN obtenu est utilisé pour la synthése d'ADNc par transcription inverse (RT) a
I'aide du « high capacity cDNA reverse transcription kit » (Applied Biosystems, Poster
City, CA). Nous effectuons la réaction de RT selon le programme suivant : 25°C
pendant 10 min; 37°C pendant 120 min et 85°C pendant 5 sec. L'ADNc est ensuite
utilisé pour réaliser la PCR quantitative. Au début de la PCR, les brins
complémentaires sont dénaturés en chauffant les échantillons a 95°C pendant 3
min. 40 cycles sont nécessaire pour amplifier les amplicons d’intéréts. Chacun des
cycles comprend un chauffage a 95°C pendant 15 sec pour séparer les brins, puis a
62,5 °C pendant 1 min pour permettre |'appariement des amorces sur le brin
matrice, et enfin a 72°C durant 30 sec afin de permettre I'élongation du brin
complémentaire par la Tag Polymérase. L'amplification des ADNc est mesurée par
fluorescence en utilisant un Icycler (Bio-Rad, Hercule, CA). Cet appareil détecte la
fluorescence générée par le SYBR Green (Bio-Rad, Hercule, CA) qui s'intercale dans
I'ADN double brin formé lors de la réaction de PCR. La quantité relative de I'ARNm
du gene cible par rapport au contréle interne, I'ARNm 18 S ribosomal, est calculée

par la méthode (t.Cr). Au cours de la réaction enzymatique, le logiciel d'exploitation
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des données 1Q5 (Bio-Rad, Hercule, CA) affiche un graphique du signal de
fluorescence versus le nombre de cycles au cours de la PCR en temps réel. Les
différences (ACr) entre les valeurs moyennes en duplicatas et celle des contrdles
internes (GAPDH et PPIA) sont également calculées et exprimées en unité relative
par le logiciel iQ5 Optical System Software version 2.0 (Biorad, Hercles, CA). Les
amorces de la périostine ont été synthétisées par Invitrogen TM, (hPerio-S, cat#
15612-U04FSF4) pour I'amorce sens, et (hPerio-ASI, cat# Al5612- U050QMC) pour
I'amorce anti sens. Les amorces de GAPDH (Hs_ GAPDH_1_SG), PPIA
(Hs_PPIA_4 SG) COX-2 (Hs_PTGS2_1-SG), MMP-9 (Hs_MMP9_1_SG), CSF-1
(Hs_CF1_1_5G), CSF-2 (Hs_CSF2_1_SG), CSF-3 (Hs_CSF3_1_SG), FGF
(Hs_FGF2_1 SG), EGF (Hs_EGF_1_SG), PDGF (Hs PDGFB_1 SG) et VEGF
(Hs_VEGFA_6_SG) ont été synthétisés par QIAGEN (Valencia, CA).

3.3.4 Lyse cellulaire et récolte du milieu de culture conditionné

Les cellules sont cultivées pendant 48h, puis traitées pendant 24h au TNF-a a 100
ng/ml ou avec les molécules phytochimiques a une concentration de 25 uM ou tout
simplement sevrées dans un milieu sans sérum. Apres plusieurs expériences
réalisées avec les molécules phytochimiques dans notre laboratoire, nous avons
déterminés une concentration optimale de 25 uM chez les glioblastomes. Apres le
traitement, le milieu de culture conditionné est récolté et centrifugé pendant 3 min
a 3 000 rpm, puis concentré (1 ,2, 5, X) et cela suivant les instructions du
manufacturier (Millipore, Temecula, CA). Les cellules sont par la suite lavées une
seule fois a l'aide d'une solution de PBS froid (pH 7.4) contenant dans le cas des
protéines phosphorylées 1 mM de NaF et de Na3VO4, elles sont ensuite incubées

pendant 30 min dans le méme tampon. Enfin, les cellules sont décollées avec un
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policeman et lysées pendant une durée de 30 min, sur de la glace dans une solution
contenant Tris-HCl 10 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, NP-40 0,5%,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM. Les débris cellulaires sont isolés par une centrifugation a

13 000 rpm de 10 min a 4°C.

3.3.5 Dosage des protéines

Le contenu en protéines des lysats cellulaires a été quantifié par le procédé
microBCA selon les instructions du fabriquant (Pierce). En effet, la quantité de
protéines est dosée en utilisant différentes concentrations d'albumine sérique
bovine (BSA) afin de tracer la courbe standard. Cela consiste a mettre dans des
plaques de 96 puits 150 pl de chaque échantillon, 150 ul des solutions standard et le
réactif de MicroBCA. La plaque a ensuite été incubée a 37°C pendant 2 h.
Finalement, le produit de réaction pourpre formé par une liaison de coordination
entre les ions cuivre Il (Cu®) et les protéines qui possedent au moins 4 liaisons
peptidiques. L'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration en

protéines et été mesuré a une longueur d'onde de 562 nm.

3.3.6 Electrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Une méme quantité protéines (25 ug) pour chaque échantillon est mise en
suspension dans un tampon réducteur contenant 62,5 mM Tris-Hel (pH 6.8), 10%
glycérol, 2% SDS, 5% 13-mercapto-éthanol et 0,00625% bromophénol. Les
échantillons sont chauffés a 95°C pendant 5 minutes avant d'étre soumis a

I'électrophorése. Les gels d'entassement sont composés de 3,8% de
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polyacrylamide/bisacrylamide dissout dans une solution tampon 0,125 M de Tris-Hcl
(pH 6.8), 0,1% SDS, 1 pl/ml de TEMED et 0,5 mg/ml d'APS. Le pourcentage de
polyacrylamide/bisacrylamide varie pour les gels de séparation en fonction du poids
moléculaire de la protéine d'intérét. Le tampon de séparation est composé de 0,375
M Tris-Hel (pH 8.8), 0,1% SDS, 1 pl/ml de TEMED et 0,5 mg/ml d'APS. Les protéines
sont ensuite transférées sur une membrane de PVDF aprés la migration a l'aide du
Trans-Blot Turbo RTA transfer Kit (Biorad, CA). La membrane est alors bloquée une
heure a température piece dans une solution de TBST contenant 5% de lait en

poudre.

3.3.7 Immunodétection des protéines d’intérét

Apreés trois lavages consécutifs de 15 minutes dans du TBST 0,3%, les membranes
sont incubées dans une dilution de I'anticorps primaire dirigé contre la protéine
d’intérét toute la nuit a 4°C ou bien 1h a température ambiante. Aprés une nouvelle
série de trois lavages consécutifs de 15 minutes des membranes, celles ci sont
incubées avec l'anticorps secondaire respectif dilué a 1/2500 dans du TBST avec 5%
lait en poudre pendant une heure a température ambiante. Les protéines sont
détectées a l'aide d'une solution de ECL (Amersham, Biosciences, Baie d'Urfée, QC)

ou d'ECL pro (Perkin Elmer) sur un film d'autoradiographie.

3.3.8 Miigration cellulaire en temps réel

La migration des 7 lignées cellulaires est effectuée a I'aide du Real-Time Cell

Analyzer (RTCA) dual-plate (DP), avec le system xCELLigence (Roche Diagnostics,
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QC). Aprés 24 h de sevrage des lignées cellulaires dans un milieu sans sérum, les
cellules ont été trypsinisées puis ensemencées sur des plaques 16 puits CIM-plates
16 (Roches diagnostics). Chaque plaque est constituée de deux chambres: une
supérieure et une inférieure. Elles sont toutes les deux préalablement couvertes de
gélatine (0,15%) (p/v), lavées dans une solution de PBS. La premiére chambre
contient les cellules (250 000 cellules/ml) et la deuxiéme détient le chimioattractant
(25 uM de molécules phytochimiques et/ou TNF-a (100 ng/ml}). Une membrane
poreuse de 8 um sépare les deux chambres, contenant sur sa partie inférieure des
microélectrodes en or. La migration des cellules se fait de la chambre supérieure ala
chambre inférieure par le chimioattractant en traversant la membrane poreuse, et
cela provoque une augmentation de I'impédance électrique. Celle-ci est mesurée en
temps réel par le RTCA DP, et est représentée par une unité arbitraire qui est l'indice

cellulaire. La migration est mesurée toutes les min pendant 24 h.

3.3.9 Zymographie

La zymographie de gélatine a été utilisée pour évaluer I'étendue de l'activité
gélatinolytique de la proMMP-9 et de la proMMP-2. En bref, un aliquot (20 pl) du
milieu de culture a été soumis par SDS-PAGE dans un gel contenant 0,1 mg /
gélatine, un substrat qui est efficacement hydrolysé a la fois par proMMP-2 et
proMMP-9. Les gels ont ensuite été incubés dans du Triton X-100 a 2,5% et rincés
dans de l'eau distillée nanopure. Les gels ont ensuite été incubés a 37 ° C pendant 20
heures dans 20 mM de NaCl, 5 mM de CaCl2, 0,02% de Brij-35, 50 mM de tampon
Tris-HCI, pH 7,6, puis colorés avec 0,1% de Coomassie Brilliant Blue R-250 et
décolorés dans 10% d’acide acétique, 30% de methanol dans de l'eau. L'activité

gélatinolytique a été détectée sous forme de bandes non colorées sur fond bleu.



CHAPITRE IV

RESULTATS

4.1 Comparaison des boimarqueurs d’intérét des 7 lignées
de glioblastome stimulées par le TNF-a

4.1.1 Comparaison génique

Nous avons procédé a I'analyse de sept lignées cellulaires dérivées de glioblastomes
humains: U-251, U-138, A-172, T-98, Hs-683, U-87 et U-118. Avant de procéder a
une récolte du milieu de culture conditionné et de récolter 'ARN, les cellules ont été
ensemencées, cultivées pendant 48 h, sevrées pendant 24 h dans un milieu sans
sérum pour les échantillons contrdles ou traitées avec 100 ng/ml de TNF-a.
L'expérience est conclue par une RT-PCR puis d’'une g-PCR. Les résultats obtenus,
illustrés dans le Tableau 4.1 montrent la variation de |'expression génique des
marqueurs d’intéréts stimulés au TNF-a par rapport au contréle. Nous remarquons
que pour certains marqueurs étudiés, les sept lignées réagissent de la méme
maniére face a l'inflammation. En effet nous observons une augmentation de
I'expression génique de COX-2, MMP-9, CSF-2 et CSF-3 chez toutes nos lignées
lorsqu’elles sont stimulées par le TNF-a. De méme, nous observons que I'expression
génique de la périostine diminue tous les glioblastomes stimulés au TNF-a. Toute
fois, il y a des différences observées entre nos 7 lignées face a l'inflammation.

Effectivement, nous notons par exemple une augmentation de I'expression de VEGF
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dans les lignées U-251 et T-98, une diminution de I'expression de celui-ci dans les U-
87 et U-118 et aucune différence significative dans les U-138, A-172 et Hs-683 face
au TNF-a. Pour FGF, nous constatons une augmentation de son expression génique
dans toutes les lignées hormis la lignée A-172 dont I'expression diminue par rapport
a la condition basale. Pour I'expression des génes PDGF et CSF-1, les lignées U-251,
U-138, A-172, T-98, Hs-683 et U-118 réagissent toutes par une augmentation
lorsqu’elles sont stimulées par le TNF-a. Nous n’observons aucune différence de

I'expression de PDGF et de CSF-1 chez les U-87 par rapport au contréle.

COX2 MMP9 PERIOSTIN VEGF FGF  EGF PDGF CSF1 CSF2 CSF3

=
> = = = = = =
Cete e ¢
D = = o = = =

== Aucune différence par rapport Augmentation par rapport au u Diminution par rapport au
au controle (cellule sans TNF-a) contréle contrdle

Tableau 4.1. Expression génique des biomarqueurs d’intérét chez les 7 lignées
cancéreuses. Les résultats expriment s’il y a eu une hausse, une baisse ou aucune
différence de I'expression génique par rapport au contrdle (sans TNF-a). Les
résultats présentés sont issus de 4 expériences indépendantes et présentées comme
moyennes + SD. Des graphiques détaillés pour chaque lignée cellulaire sont
consultables dans la section ANNEXE A.
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4.1.2 Comparaison de I'expression des métalloprotéases

Afin d'évaluer la contribution potentielle du TNF-a dans la régulation de I'expression
de MMP-9 et MMP-2, nous avons récolté les surnageants de culture et réalisé des
zymographies par gélatine, une analyse basée sur les activités de détection des
métalloprotéinases matricielles représentées par la figure 4.1. Le protocole de
zymographie débute par une séparation protéique par électrophorése sur gel SDS-
PAGE a la gélatine en condition non-dénaturante. Le substrat contenu dans le gel, la
gélatine, est digéré par les gélatinases (MMP-2 et -9) actives prises dans le gel. Une
coloration du gel au bleu de Coomassie permet de révéler une bande bleue claire a
transparente sur un fond bleu foncé au poids moléculaire correspondant a la MMP.
La clarté de la bande est proportionnelle a la concentration de MMP présente dans
I’échantillon protéique. Comme contrdle positif, les proenzymes recombinantes
humaines purifiées proMMP-2 (72 kDa) et proMMP-9 (92 kDa) ont été séparées en
paralléle avec nos échantillons, dans chaque gel effectué. Ainsi, il est attendu que la
MMP-9 et la MMP-2 présentes dans nos échantillons migrent plus bas que notre
contréle positif humain, cette expérience a été faite a titre qualitative sans analyse

statistique.

Dans les lignées U-251 et Hs-683, nous n’observons aucun changement d’expression
avec le TNF-q, il n’y a que la proMMP-2 qui est exprimée. Chez la lignée U-138, nous
pouvons remarquer une légere expression de la MMP-9 lorsque celle-ci est stimulée
par le TNF-a. Les A-172 expriment proMMP-2, MMP2 et MMP-9 en légére quantité.

Comme dans la condition contréle, la lignée T-98 exprime nettement proMMP-2 et
légérement MMP-9 en condition avec TNF-a. La lignée U-87 exprime quand a elle un

peu MMP-9 lorsqu’elle est stimulée par le TNF-a. Enfin, nous n’observons aucune
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différence de I'expression des MMP lorsque la lignée U-118 est stimulée par le TNF-

a.

U-251 T-98
MMP2 CTRL TNF-c MMP9 MMP2 CTRL TNF-a MMP9
- iy T
proMMP-2
MMP-2 proMMP-2 —p
MMP-2 —»
U-138 U-87
MMP2 CTRL TNF-a MMP9 MMP2 CTRL TNF-a MMP9
4— ProMMP-9 o proMMP-9
roMMP-2 proMMP-2 __,,
8 MMP-2 MMP-2 —p
A-172 Hs-683
MMP2 CTRL TNF-a MMP9 MMP2 CTRL TNF-a MMP9

#+— proMMP-9 44— proMMP-9

proMMP-2 __,,
MMP-2 —p

proMMP-2 —p,

U-118
MMP2 CTRL TNF-a MMP9

<— ProMMP-9

PrOMMP-2 __,
MMP-2 —

Figure 4.1. Expression des métalloprotéases MMP-9 et MMP-2 en en présence de
TNF-a dans les 7 lignées cancéreuses de glioblastomes (n=1).
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4.1.3 Etude comparative du pouvoir invasif de 7 lignées de

glioblastomes

Afin d'étudier le pouvoir migratoire de nos sept lignées cancéreuses face a une
stimulation inflammatoire, nous avons traité les cellules avec 100 ng/ml de TNF-a et
mesuré la migration de celles-ci a I'aide du systéme xCELLigence. Etant donné que
les plaques n’avaient pas assez de puits pour y mettre toutes nos conditions, nous
avons choisit arbitrairement la lignée cellulaire U-87 comme modeéle de
comparaison de nos 7 lignées comme illustré dans les figures 4.2 A et 4.2 B. Ces
figures nous dévoilent que le TNF-a augmente la capacité migratoire de toutes les
lignées cancéreuses. Plus précisément, la figure 4.2 C nous indique que l'intensité de
cette capacité migratoire que provoque le TNF-a chez chaque lignée suit une droite
de régression au coefficient R? = 0,95813 ce qui signifie qu’il y a une corrélation
quasi-parfaite entre I'inflammation et pouvoir invasif des lignées de glioblastome.
De plus, en réalisant un graphique (figure 4.2 C) représentant I'induction de chaque
lignée au TNF-a, nous avons pu effectuer un classement dans I'ordre croissant des 7

lignées cellulaires par rapport a leur capacité migratoire en réponse au TNF-a:

U138 < HS683 < T98 < U87 < U251 < A172 < U118
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Figure 4.2. Etude de la capacité migratoire des différentes lignées cancéreuses en
présence ou non de TNF-a.

(A,B) Indices de migration des différentes lignées en présence ou non de TNF-a. La
lignée U87 en absence de TNF-a a servi de référence pour normaliser tous les
indices. L'indice de migration est une valeur arbitraire qui reflete la quantité de
cellules qui se déplacent de la chambre supérieure a la chambre inferieure en
traversant la membrane poreuse. Le passage a travers cette membrane provoque
une augmentation de l'impédance électrique. Celle-ci est mesurée en temps réel par
le RTCA DP (Real-Time Cell Analyzer Dual Purpose) du systeme xCELLigence, ce qui
correspond a l'analyse de la migration des cellules en temps réel. La migration est
mesurée toutes les min pendant 24 h. Il y a eu un essai pour chaque lignée (n = 1).
(C) Comparaison de la réponse migratoire relative de chaque lignée en présence de
TNF-a a t = 12h. Pour chaque lignée, I'absence de TNF-a correspond a la condition
contrdle (Ctl) qui correspond a la ligne horizontale tracée en rouge.
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4.1.4 Expression des protéines d’intérét dans une sélection de 4

lignées dérivées de glioblastomes

Apres le classement obtenu sur le pouvoir migratoire des lignées cancéreuses
induite par le TNF-a. Nous avons décidé de continuer nos expérimentations en
sélectionnant deux lignées au pouvoir invasif le plus faible (U-138 et Hs-683), une
lignée dont le pouvoir invasif induit par le TNF-a est au centre du classement (U-87)
et la lignée dont pouvoir migratoire induit par I'agent pro inflammatoire est le plus
important (U-118). Afin d'identifier le niveau de sécrétion et d'expression protéique
de nos protéines d’intéréts in vitro, nous avons procédé a I'analyse de nos quatre
lignées cancéreuses. Avant de procéder a une récolte du milieu de culture
conditionné, les cellules ont été ensemencées, cultivées pendant 48 h et sevrées
pendant 24 h dans un milieu sans sérum pour les échantillons contréles, et traitées
au TNF-a pendant 5 min et 24h pour les autres échantillons. L'expérience est
conclue par une électrophoreése suivie d'un immunobuvardage de type Western. Les
résultats obtenus, illustrés dans la Figure 4.3 montrent que I'expression protéique
de COX-2 est plus importante dans les lignées U-118 et Hs-683. P-IkB semble étre
phosphorylé dans toutes les lignées mais plus particulierement dans les U-87 et U-
138, sa présence refléte la libération de NF-kB et la translocation de celui-ci dans le
noyau, conséquence de l'inflammation au TNF-a. P-NF-kB et p-JNK et p-ERK sont
estimés présents dans toutes les lignées de la méme fagon ce qui a pour signification
que les cellules réagissent au phénomeéne inflammatoire au TNF-a. La périostine
semble étre présente chez les U-118, U-138 et Hs-683 mais cette derniére

uniquement en condition basale. Enfin p-p38 est la plus exprimée chez les Hs-683.
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CTRL: Conditions basales.
5 min: Traitement au TNF (100 ng/ml) durant 5 min.
24 h: Traitement au TNF (100 ng/ml) durant 24 heures.
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Figure 4.3. Effet de la stimulation des 7 lignées cancéreuses au TNF-a durant 5
min et 24h sur I’expression des différentes protéines d’intérét (n=1).
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4.2 Impact des phytochimiques sur I'inflammation

4.2.1 U-118

4.2.1.1 Effet des molécules phytochimiques sur les biomarqueurs d’intéréts des U-

118 stimulés au TNF-a

Nous avons réalisé I'analyse de I’expression génique de nos biomarqueurs d’intérét
de la lignée cellulaire U-118 stimulée au TNF-a, face a des traitements a base des
différentes molécules phytochimiques. Avant de procéder a une récolte du milieu de
culture conditionné et de récolter I'ARN, les cellules ont été ensemencées et
cultivées pendant 48 h. Elles ont été sevrées pendant 24 h dans un milieu sans
sérum pour les échantillons contréles et traitées avec les cinqg molécules
phytochimiques a une concentration de 25 UM pour les conditions avec traitement.
1h plus tard, nous avons ajouté le TNF-a a une concentration de 100 ng/ml pour 24h
pour les échantillons stimulés par I'inflammation. L'expérience est conclue par une
RT-PCR puis par une g-PCR. Les résultats obtenus dans le Tableau 4.2 illustrent
I'effet inhibiteur de la molécule phytochimique sur le biomarqueur d’intérét stimulé
par le TNF-a. La présence d’'une marque dans une case signifie que la molécule
phytochimique inhibe I'effet du TNF-a sur le biomarqueur de la case
correspondante. Prenons comme exemple le traitement des cellules avec
I’hydroxytyrosol (HT) : nous remarquons que I'HT a la capacité d’inhiber I'effet du
TNF-a sur I'expression des genes de COX-2, de la périostine, de VEGF, et de EGF.
Cela signifie que I'HT permet d’inhiber l'inflammation causée par le TNF-a en
réduisant la surexpression de COX-2, le processus pro-angiogénique en réduisant la
surexpression de VEGF, la prolifération cellulaire en renversant I’expression de EGF

et de la périostine. Les autres molécules phytochimiques EGCG, quercétine,
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delphinidine et curcumin agissent également contre l'inflammation induite par le

TNF-a en inversant I'expression des biomarqueurs étudiés.

U-118 | COX-2 | MMP-9 | POSTN | VEGF | FGF EGF | PDGF | CSF-1 | CSF-2 | CSF-3
HT v v v v
EGCG | vV v v v
Quer v v v v
Dp v v v v
Cur v v v v v

Tableau 4.2. Effet des molécules phytochimiques sur [I'expression des
biomarqueurs d’intérét de la lignée cellulaire U-118 stimulée au TNF-a.

Les marques représentées dans les cases signifient que la molécule phytochimique
contre I'effet du TNF-a sur le biomarqueur sélectionné. Tous les graphiques qui ont
permis de dresser ce tableau sont dans '’ANNEXE B.

4.2.1.2 Action des molécules phytochimiques sur la capacité invasive des U-118

stimulés au TNF-a

Afin d'étudier I'effet de nos cing molécules phytochimiques sur le pouvoir migratoire
de notre lignée dans les conditions basales et inflammatoires, nous avons traité les
cellules avec 100 ng/ml de TNF-a et 25 uM de chaque molécule phytochimiques.
Nous avons mesuré la migration de celles-ci a I'aide du systéme xCELLigence. La
figure 4.4 A illustre la migration de toutes les conditions étudiées en fonction du
temps (sur 12h). Comme attendu, nous remarquons que les cellules traitées au TNF-

a ont une capacité de migration plus importante que ceux qui n’en ont pas. De plus,
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pour la condition ayant uniquement l'induction inflammatoire au TNF-a, nous
remarquons que celle-ci posséde la capacité migratoire la plus importante. Nous
observons également que toutes les molécules phytochimiques réduisent la capacité
migratoire de U-118 stimulée par le TNF-a. Plus précisément, certaines d’entre elles
réduisent également la capacité migratoire des cellules cancéreuses U-118 méme
dans les conditions basales. Le graphique de la figure 4.4 B nous expose ce
phénoméne avec plus de précision et représente la moyenne de deux expériences
réalisée dans les mémes conditions. Nous avons réalisé un classement des molécules
phytochimiques selon leur capacité inhibitrice au temps t fixé a 10h, de la plus forte

inhibition a la plus faible.

En condition basale : Curcumin > EGCG > Quercetine > Delphinidine.

Avec le TNF-a : Quercetine>EGCG >Delphinidine > Curcumin>Hydroxytyrosol
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Figure 4.4. Impact des molécules phytochimiques sur la migration des cellules U-

118.

A. Graphique représentatif de |'effet des molécules phytochimiques sur le pouvoir
migratoire des cellules cancéreuses U-118 lorsque celles ci sont stimulées au TNF- a

en fonction du temps. B. Classement dans l'ordre croissant de

I'inhibition de la

migration cellulaire de la lignée U-118 en condition basale et induite par le TNF-a a
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t= 10h de migration. Les résultats ont été normalisés et résultent de la moyenne de
deux expériences (n = 2) avec leur écart moyen.

4.2.1.3 Aucun changement observé dans l'action des molécules phytochimiques

sur la sécrétion des MMPs

Afin d'évaluer la contribution potentielle du TNF-a et l'effet des molécules
phytochimiques dans la régulation de I'expression de MMP-9 et MMP-2, nous avons
récolté les milieux de culture conditionnés et réalisé des zymographies par gélatine
représentées par la figure 4.5.

Nous n’observons aucun changement d’expression avec le TNF-a ni avec les
molécules phytochimiques, il n’y a que la proMMP-2 et MMP2 qui sont exprimées

dans toutes les conditions.

MMP2
HT+TNF
EGCG
EGCG+TNF
DP
DP+TNF
MMP9
MMP2
QUER
QUER+TNF
Cu2s
CU 25+TNF
MMP9

E £ & § 2

«—proMMP-9 p  4«—proMMP-9
proMMP-2__,, ProMMP-2—»
MMP-2—» MMP-2—» T

Figure 4.5. Action des molécules phytochimiques sur I’expression des MMPs des U-
118 stimulées au TNF-a (n=1).

Le protocole de zymographie débute par une séparation protéique par
électrophorese sur gel SDS-PAGE a la gélatine. Le substrat contenu dans le gel, la
gélatine, est digéré par les gélatinases (MMP-2 et -9) actives prises dans le gel. Une
coloration du gel au bleu de Coomassie permet de révéler une bande bleue claire a
transparente sur un fond bleu foncé au poids moléculaire correspondant a la MMP,
La clarté de la bande est proportionnelle a la concentration de MMP présente dans

I'échantillon protéique. Comme contrdle positif, les proenzymes recombinantes
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humaines purifiées proMMP-2 (72 kDa) et proMMP-9 (92 kDa) ont été séparées en

paralléle avec nos échantillons.

4.2.1.4 Effet des molécules phytochimiques sur I'expression des protéines d’intérét

des U-118 stimulées au TNF-a

Afin de visualiser I'effet de nos traitements a base des mémes molécules naturelles,
par rapport au niveau de sécrétion et d'expression protéique des protéines
d’intéréts, nous avons procédé a l'analyse par une électrophorése suivie d'un
immunobuvardage de type Western de nos échantillons. Avant de procéder a une
récolte du milieu de culture conditionné, les cellules ont été ensemencées, cultivées
pendant 48 h et sevrées pendant 24 h dans un milieu sans sérum pour les
échantillons contrdles, traitées avec 25 pM de chacun de nos traitements et traitées
au TNF-a pendant 5 min et 24h. Les résultats obtenus, illustrés dans la Figure 4.6
montrent que l'expression protéique de COX-2, lorsque les cellules sont traitées
avec les molécules phytochimique, n’est pas modifiée par rapport a la condition
contrdle ce qui insinue qu’au niveau protéique les molécules phytochimique ne

diminuent pas l'inflammation dans cette lignée cellulaire .

Nous ne remarquons pas non plus de grandes différences significatives de
I'expression de p-IkB dans nos échantillons. p-NF-kB est présent dans toutes les
conditions lorsque la lignée a été traitée avec le TNF-a durant 5 min. Toutefois nous
pouvons nous apercevoir que cette expression diminue dans les cellules traitées
avec I’'HT et I'EGCG. Il ne semble pas y avoir de grandes modifications de I’expression
de p-JNK, p-ERK et p-p38 non plus dans les cellules traitées avec les molécules

phytochimique



CTRL: Conditions basales.
S min: Traitement au TNF (100 ng/mi) durant 5 min.
24 h: Traitement au TNF (100 ng/ml) durant 24 heures.
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Figure 4.6. Impact des molécules phytochimiques sur 'expression des protéines
de signalisations de la lignée U-118 stimulée au TNF-a pendant 5 min et 24h (n=1).
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4.2.2 U-138

4.2.2.1 Effet des molécules phytochimiques sur les biomarqueurs d’intéréts des U-

138 stimulées au TNF-a

Tout comme pour les U-118, nous avons réalisé les mémes expériences pour
déterminer quel était I'effet de nos molécules phytochimiques sur la lignée U-138
dans les conditions basales ou stimulée au TNF-a. Nous avons donc effectué
I'analyse de I'expression génique de nos biomarqueurs d’intérét. Les résultats
obtenus par q-PCR dans le Tableau 4.3 illustrent I'effet inhibiteur de la molécule
phytochimique sur le biomarqueur d’intérét stimulé par le TNF-a. La présence d’'une
marque dans une case signifie que la molécule phytochimique inhibe I'effet du TNF-
a sur le biomarqueur de la case correspondante. Pour le cas du traitement des
cellules avec I'HT, nous remarquons qu’il a la capacité d’inhiber I'effet du TNF-a sur
I'expression du geéne de la périostine uniqguement. Les autres molécules
phytochimiques EGCG, quercétine, delphinidine et curcumin agissent également en
inversant I'expression des biomarqueurs stimulée pas le TNF-a. Nous remarquons
toutefois qu’aucune de nos molécules n’inhibe I'augmentation de I'expression de
COX-2 induite par le TNF-a et qu’il 'y a que la quercétine et la delphinidine qui
inhibent I'expression du VEGF dans les U-138.
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U-138 | COX-2 | MMP-9 | POSTN | VEGF | FGF EGF | PDGF | CSF-1 | CSF-2 | CSF-3
HT v

EGCG v v v

Quer v v v v v
Dp v v v
Cur v v v

Tableau 4.3. Effet des molécules phytochimiques sur [I'expression des
biomarqueurs d’intérét de la lignée cellulaire U-138 stimulée au TNF-a.

Les marques représentées dans les cases signifient que la molécule phytochimique
contre I'effet du TNF-a sur le biomarqueur sélectionné. Tous les graphiques qui ont
permis de dresser ce tableau sont dans ’TANNEXE C.

4.2.2.2 Action des molécules phytochimiques sur la capacité invasive des U-138

stimulées au TNF-a

Nous nous sommes penchés sur I'effet de nos cing molécules phytochimiques sur le
pouvoir migratoire des U-138 dans les conditions basales et inflammatoires. Pour
cela, nous avons traité les cellules avec 100 ng/ml de TNF-a et 25 uM de chaque
molécule phytochimique. Nous avons mesuré la migration de celles-ci a l'aide du
systéeme xCELLigence. La figure 4.7 A illustre la migration de toutes les conditions
étudiées en fonction du temps (sur 12h) de I'expérience n=1. Comme attendu, nous
remarquons aussi dans cette lignée que les échantillons ayant du TNF-a ont une
capacité migratoire plus importante que celles qui n’en ont pas. De plus, pour la
condition ayant uniquement l'induction inflammatoire au TNF-a, nous remarquons
que celle-ci possede la capacité migratoire la plus importante. Nous observons
également que toutes les molécules phytochimiques réduisent la capacité

migratoire de U-138 stimulée par le TNF-a. Le graphique de la figure 4.7 B nous
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donne plus de détails de cette inhibition sous forme d’un classement croissant des
molécules phytochimiques selon leur capacité inhibitrice au temps t fixé a 10h. Cette
figure représente la moyenne de deux expériences réalisée dans les mémes

conditions n=1 et n=2.

En condition basale : EGCG > Curcumin.

Avec le TNF-a : Curcumin > EGCG >Delphinidine > Quercetine>Hydroxytyrosol.
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Figure 4.7. Impact des molécules phytochimiques sur la migration des cellules U-
138.

A. Graphique représentatif de I'effet des molécules phytochimiques sur le pouvoir
migratoire des cellules cancéreuses U-138 lorsque celles ci sont stimulées au TNF- a
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en fonction du temps. B. Classement dans l'ordre croissant de l'inhibition de la
migration cellulaire de la lignée U-138 en condition basale et induite par le TNF-a a
t= 10h de migration. Les résultats ont été normalisés et résultent de la moyenne de
deux expériences (n = 2) avec leur écart moyen.

4.2.2.3 Action des molécules phytochimiques sur la sécrétion des MMPs chez les U-

138

Afin de déterminer la contribution potentielle du TNF-a et I'effet des molécules
phytochimiques dans la régulation de I'expression de MMP-9 et MMP-2, nous avons
récolté les surnageants de culture et réalisé des zymographies par gélatine
représentées par la figure 4.8 Comme observé précédemment, la stimulation de la
lignée U-138 par le TNF-a induit I'expression de MMP-9. Nous ne détectons aucun
changement d’expression de celle-ci avec les molécules phytochimiques mis a part
pour le traitement avec la delphinide. En effet, la delphinidine permet I'expression

de MMP-2 de la lignée cancéreuse en condition basale et stimulée par le TNF-a.

MMP2
HT+TNF
EGCG
EGCG+TNF
DP+TNF
MMPS
MMP2
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QUER
QUER+TNF
Ccu2s
CU 25+TNF
MMP9

g
G

proMMP-9 proMMP-9
ProMMP-2 p .2 —»
MMP-2 -_—-: -"’WH =l _

Figure 4.8. Action des molécules phytochimiques sur I'expression des MMPs des U-
138 stimulées au TNF-a (n=1).
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TNF
HT
DP



74

4.2.2.4 Effet des molécules phytochimiques sur I'expression des protéines d’intérét

des U-138 stimulées au TNF-a

Afin de visualiser 'effet de nos traitements a base des mémes molécules naturelles,
par rapport au niveau de sécrétion et d'expression protéique des protéines
d’intéréts, nous avons procédé a l'analyse par une électrophorése suivie d'un
immunobuvardage de type Western de nos échantillons. Avant de procéder a une
récolte du milieu de culture conditionné, les cellules ont été ensemencées, cultivées
pendant 48 h et sevrées pendant 24 h dans un milieu sans sérum pour les
échantillons controéles, traitées avec 25 uM de chacun de nos traitements et traitées
au TNF-a pendant 5 min et 24h. Les résultats obtenus, illustrés dans la Figure 4.9
montrent que l'expression protéique de COX-2, lorsque les cellules sont traitées
avec les molécules phytochimiques, est plus forte que dans la condition contréle. En
effet nous remarquons que l'intensité des lignées exprimant COX-2 est plus forte
que la condition contrdle, et plus précisément lorsque les cellules sont traitées avec
I'hydroxytyrosol, I'EGCG, ia delphinidine et la quercétine. La delphinidine semble
étre la molécule phytochimique qui exprime le plus COX-2 par rapport a la condition
basale, suivit de 'EGCG, la quercétine puis de I'HT. Seul le traitement au curcumin

semble diminuer I'expression de COX-2.

Il n'y a pas de différences significatives de I'expression de p-lkB dans nos
échantillons avec traitement par rapport a la condition basale. p-NF-kB est présent
dans toutes les conditions lorsque la lignée a été traitée avec le TNF-a durant 5 min
mais semble étre augmenté lorsque les cellules sont traitées avec les molécules
phytochimiques. Malheureusement, nous ne pouvons faire de bonnes déductions
avec la périostine car la détection n’est pas de bonne qualité. p-JNK semble

légérement augmenté par rapport a la condition basale lorsque les cellules sont
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traitées a ’hydroxytyrosol, I'EGCG, la delphinidine et la quercétine. Le curcumin ne
semble pas modifier I’expression de p-JNK par rapport a la condition basale. pERK
est exprimé dans toutes les conditions lorsque la lignée est stimulée au TNF-a
durant 5 min. Les molécules phytochimiques ne semblent pas en modifier
I’expression. L'expression de p-p38 semble diminuée légérement lorsque les cellules
sont traitées avec I'hydroxytyrosol, 'EGCG et le curcumin. La quércétine par contre

augmente |'expression de p-p38.
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CTRL: Conditions basales.
S min: Traitement au TNF (100 ng/ml) durant S min.
24 h: Traitement au TNF (100 ng/ml) durant 24 heures.
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Figure 4.9. Impact des molécules phytochimiques sur I'expression des protéines
de signalisations de la lignée U-138 stimulée au TNF-a pendant 5 min et 24h (n=1).
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4.2.3 U-87

4.2.3.1 Effet des molécules phytochimiques sur les biomarqueurs d’intéréts des U-

87 stimulés au TNF-a

Comme vu ultérieurement, nous avons réalisé exactement la méme expérience que
précédemment afin de déterminer quel effet nos molécules phytochimiques
provoquent sur |'expression génique de nos marqueurs sur la lignée U-138 stimulée
au TNF-a. Les résultats obtenus par g-PCR dans le Tableau 4.4 résument l'effet
inhibiteur de la molécule phytochimique sur le biomarqueur d’intérét stimulé par le
TNF-a. Nous constatons que I’hydroxytyrosol ne parvient pas a renverser aucun des
effets provoqués par le TNF-a chez les biomarqueurs étudiés. Le curcumin ne
parvient qu’a renverser I'effet du TNF-a sur CSF-1. Les molécules EGCG, quercetine
et delphinidine parviennent a inhiber I'effet du TNF-a sur le proangiogénique VEGF
et les facteurs de croissance CSF-2 et CSF-3. La quercétine et la delphinidine sont les
seules a pouvoir renverser l'effet inducteur du TNF-a sur MMP-9. Nous notons
toutefois qu’aucune de nos molécules n’inhibe I'augmentation de I'expression de

COX-2 induite par le TNF-a.

U-87 | COX-2 | MMP-9 | POSTN | VEGF | FGF EGF | PDGF | CSF-1 | CSF-2 | CSF-3
HT

EGCG v v v v

Quer v v v v
Dp v v (4 4 v
Cur 4

Tableau 4.4. Effet des molécules phytochimiques sur ['‘expression des
biomarqueurs d’intérét de la lignée cellulaire U-87 stimulée au TNF-a. Les marques
représentées dans les cases signifient que la molécule phytochimique contre I'effet
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du TNF-a sur le biomarqueur sélectionné. Tous les graphiques qui ont permis de
dresser ce tableau sont dans '’ANNEXE D.

4.2.3.2 Action des molécules phytochimiques sur la capacité invasive des U-87

stimulés au TNF-a

Nous nous sommes intéressés a l'effet que provoquent nos cing molécules
phytochimiques sur le pouvoir migratoire de la lignée U-87 dans les conditions
basales et inflammatoires. Pour cela, nous avons traité les cellules avec 100 ng/ml
de TNF-a et 25 uM de chaque molécule phytochimiques. Nous avons mesuré la
migration de celles-ci a I'aide du systéme xCELLigence. La figure 4.10 A illustre la
migration de toutes les conditions étudiées en fonction du temps (sur 12h) de
I'expérience n=1. Comme nous |I'avons remarqué avec les lignées précédentes, les
cellules traitées au TNF-a ont une capacité migratoire plus importante que celles qui
n’en ont pas. La condition ayant uniqguement l'induction inflammatoire au TNF-a
posséde la capacité migratoire la plus importante. Nous remarquons néanmoins que
la delphinidine n’a pas la capacité d’inhiber la capacité migratoire des U-87 en
condition basale pourtant celles—ci I'inhibent lorsque la lignée est stimulée par le
TNF-a. Nous observons tout de méme que toutes les molécules phytochimiques
réduisent la capacité migratoire des U-138 stimulées par le TNF-a. Le graphique de
la figure 4.10 B nous donne plus de détails de cette inhibition sous forme d'un
classement des molécules phytochimiques selon leur capacité inhibitrice au temps t
fixé a 10h, de la plus forte a la plus faible inhibition. Cette figure représente la
moyenne de deux expériences n=1 et n=2 réalisées dans les mémes conditions. Le

classement effectué pour la condition basale considére I’écart-type.

En condition basale : Hydroxytyrosol > EGCG > Quercétine>curcumin.



Avec le TNF-a : Hydroxytyrosol > EGCG > Quercetine> Delphinidine > Curcumin.
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Figure 4.10. Impact des molécules phytochimiques sur la migration des cellules

U-87.
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A. Graphique représentatif de I'effet des molécules phytochimiques sur le pouvoir
migratoire des cellules cancéreuses U-87 lorsque celles ci sont stimulées au TNF- a
en fonction du temps. B. Classement dans l'ordre croissant de l'inhibition de la
migration cellulaire de la lignée U-87 en condition basale et induite par le TNF-a a t=
10h de migration. Les résultats ont été normalisés et résultent de la moyenne de
deux expériences (n = 2) avec leur écart moyen.

4.2.3.3 Action des molécules phytochimiques sur la sécrétion des MMPs dans les

u-87

Afin d'évaluer la contribution potentielle du TNF-a et I'effet des molécules
phytochimiques dans la régulation de I'expression de MMP-9 et MMP-2, nous avons
récolté les surnageants de culture et réalisé des zymographies par gélatine
représentées par la figure 4.11. Nous n’observons aucun changement d’expression
avec le TNF-a ni avec les molécules phytochimiques. Il n'y a que la proMMP-2 et

MMP2 qui sont exprimées dans toutes les conditions.
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Figure 4.11. Action des molécules phytochimiques sur I'expression des MMPs des
U-87 stimulées au TNF-a (n=1).
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4.2.3.4 Effet des molécules phytochimiques sur I’expression des protéines d’intérét

des U-87 stimulées au TNF-a

L’effet de nos traitements aux molécules phytochimiques au niveau de la sécrétion
et de I'expression protéique des protéines d’intéréts a également été étudié dans la
lignée U-87. Les résultats obtenus, illustrés dans la Figure 4.12, montrent que
I'expression protéique de COX-2, lorsque les cellules sont traitées avec les molécules
phytochimiques, est plus forte que la condition contréle pour les traitements avec
I’hydroxytyrosol, EGCG, quércétine et curcumin. La delphinidine semble étre la seule
a diminuer I'expression de COX-2 induite par le TNF-a. Nous remarquons aussi que
I'EGCG, la delphinidine, la quercétine et la curcumine augmentent I'expression de p-
IkB. p-NF-kB est présent dans toutes les conditions lorsque la lignée a été traitée
avec le TNF-a durant 5 min, mais son expression ne semble pas étre modifiée
lorsque les cellules sont traitées avec les molécules phytochimiques.
Malheureusement, nous ne pouvons faire de bonnes déductions avec la périostine
car la détection n’est pas de bonne qualité. p-JINK semble Iégérement augmentée
par rapport a la condition basale lorsque les cellules sont traitées a I’hydroxytyrosol
et 'EGCG. La quercétine ne semble pas modifier I'expression de p-JNK par rapport a
la condition basale mais le curcumin semble la diminuer un peu. pERK est diminué
fortement lorsque les cellules U-87 sont traitées avec I'hydroxytyrosol et semble
étre diminuée également avec les autres molécules phytochimiques lorsque la
lignée est stimulée au TNF-a durant 5 min. L'expression de p-p38 semble diminuée
légérement lorsque les cellules sont traitées avec I'EGCG, la delphinidine et le
curcumin. La quercétine et I'hydroxytyrosol augmentent I'expression de cette

protéine.
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24 h: Traitement au TNF (100 ng/ml) durant 24 heures.
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Figure 4.12. Impact des molécules phytochimiques sur I'expression des protéines

de signalisations de la lignée U-87 stimulée au TNF-a pendant 5 min et 24h

(n=1).
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4.2.4.1 Effet des molécules phytochimiques sur les biomarqueurs d’intéréts des Hs-

683 stimulées au TNF-a

Tout comme pour les trois lignées précédentes, nous avons réalisé les mémes

expériences pour déterminer quel était |'effet de nos molécules phytochimiques sur

la lignée Hs-683 dans les conditions basales et stimulées au TNF-a. Les résultats

obtenus par g-PCR dans le Tableau 4.5 illustrent I'effet inhibiteur de la molécule

phytochimique sur le biomarqueur d’intérét stimulé par le TNF-a. Nous remarquons

que tous les traitements ont la capacité d’inhiber I'effet du TNF-a sur I'expression

du géne de la périostine. Seule la delphinidine permet d’inverser l'effet que

provoque le TNF-a sur VEGF et PDGF, et seule la molécule phytochimique EGCG agit

en inversant I'expression de COX-2 stimulée par le TNF-a.

Hs-683 | COX-2 | MMP-9 | POSTN | VEGF | FGF EGF | PDGF | CSF-1 | CSF-2 | CSF-3
HT v

EGCG v v v

Quer v v

Dp v v 4

Cur v

Tableau 4.5.

Effet des molécules phytochimiques sur

biomarqueurs d’intérét de la lignée cellulaire Hs-683 stimulée au TNF-a.

I'expression des

Les marques représentées dans les cases signifient que la molécule phytochimique
contre I'effet du TNF-a sur le biomarqueur sélectionné. Tous les graphiques qui ont
permis de dresser ce tableau sont dans '’ANNEXE E.
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4.2.4.2 Action des molécules phytochimiques sur la capacité invasive des Hs-683

stimulées au TNF-a

Pour cette lignée également, nous avons cherché quels étaient les effets de nos
cing molécules phytochimiques sur le pouvoir migratoire des Hs-683 dans les
conditions basales et inflammatoires. Nous avons traité les cellules avec 100 ng/ml
de TNF-a et 25 uM de chaque molécule phytochimique. Nous avons mesuré la
migration de celles-ci a l'aide du systeme xCELLigence. La figure 4.13 A illustre la
migration de toutes les conditions étudiées en fonction du temps (sur 12h). Comme
anticipé nous remarquons aussi dans cette lignée que les cellules ayant du TNF-a ont
une capacité migratoire plus importante que celles qui n’en ont pas. De plus, pour la
condition ayant uniquement l'induction inflammatoire au TNF-a, nous remarquons
que celle-ci possede la capacité migratoire la plus importante. Nous observons
également que toutes les molécules phytochimiques réduisent la capacité
migratoire de Hs-683 stimulée par le TNF-a ainsi qu’en condition basale. Le
graphique de la figure 4.13 B nous donne plus de détails de cette inhibition sous
forme d’un classement des molécules phytochimiques selon leur capacité inhibitrice
au temps t fixé a 10h, de la plus forte a la plus faible inhibition. Cette figure
représente la moyenne de deux expériences n=1 et n=2 réalisées dans les mémes

conditions. Le classement effectué pour la condition basale considéere I’écart-type.

En condition basale : EGCG >Quercetine > Hydroxytyrosol >Curcumin >Delphinidine.

Avec le TNF-a : EGCG > Hydroxytyrosol > Quercetine > Curcumin >Delphinidine.
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Figure 4.13. Impact des molécules phytochimiques sur la migration des cellules
Hs-683.

A. Graphique représentatif de I'effet des molécules phytochimiques sur le pouvoir
migratoire des cellules cancéreuses Hs-683 lorsque celles ci sont stimulées au TNF- a
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en fonction du temps. B. Classement dans I'ordre croissant de I'inhibition de la
migration cellulaire de la lignée Hs-683 en condition basale et induite par le TNF-a a
t= 10h de migration. Les résultats ont été normalisés et résultent de la moyenne de
deux expériences (n = 2) avec leur écart moyen.

4.2.4.3 Action des molécules phytochimiques sur la sécrétion des MMPs chez les

Hs-683

Afin d'évaluer la contribution potentielle du TNF-a et l'effet des molécules
phytochimiques sur la régulation de l'expression de MMP-9 et MMP-2, nous avons
récolté les surnageants de culture, et réalisé des zymographies par gélatine
représentées par la figure 4.14. Nous n’observons aucun changement d’expression
avec le TNF-a ni avec les molécules phytochimiques, il n’y a que la proMMP-2 qui est

exprimée dans toutes les conditions.
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Figure 4.14. Action des molécules phytochimiques sur I'expression des MMPs des
Hs-683 stimulées au TNF-a (n=1).
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4.2.4.4 Effet des molécules phytochimiques sur I’expression des protéines d’intérét

des Hs-683 stimulées au TNF-a

Afin de visualiser I'effet de nos traitements a base des mémes molécules naturelles,
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par rapport au niveau de sécrétion et d'expression des protéines d’intéréts, nous
avons procédé a ['analyse par électrophoreése suivie d'un immunobuvardage de type
Western de nos échantillons. Les résultats illustrés dans la Figure 4.15 montrent que
I'expression protéique de COX-2, lorsque les cellules sont traitées avec les molécules
phytochimiques n’est pas modifiée dans la condition contréle mis a part pour le
traitement au curcumin qui semble en diminuer |'expression. Il semble qu’il y a eu
une inversion des puits entre les échantillons au TNF-a t=5 min et t= 24h pour la
piste représentant I'expression de p-lkB. Seuls la delphinidine et la quercétine
semblent diminuer I'expression de celle-ci. p-NF-kB est présent dans toutes les
conditions lorsque la lignée a été traitée avec le TNF-a durant 5 min au méme
niveau. Malheureusement, nous ne pouvons faire de bonnes déductions avec la
périostine car la détection n’est pas de bonne qualité. Il semble que le traitement
avec I'hydroxytyrosol augmente |'expression de p-JNK. De plus, il n'y a pas de
différences significatives de I'expression de p-JNK dans nos échantillons avec
traitement a 'EGCG et a la delphinidine par rapport a la condition basale. Toutefois
la quercetine et le curcumin semblent en diminuer I'expression. pERK est exprimé
dans toutes les conditions lorsque la lignée est stimulée au TNF-a durant 5 min. Les
molécules phytochimiques ne semblent pas en modifier I'expression. L'expression
de p-p38 semble diminuer légérement lorsque les cellules sont traitées avec la

delphinidine et le curcumin.



CTRL: Conditions basales.
5 min: Traitement au TNF (100 ng/ml) durant 5 min.
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Figure 4.15. Impact des molécules phytochimiques sur I’expression des protéines
de signalisations de la lignée Hs-683 stimulée au TNF-a pendant 5 min et 24h

(n=1).



CHAPITRE V

DISCUSSION

Les glioblastomes multiformes sont les tumeurs cérébrales les plus invasives et les
plus répandues chez Il'adulte (Figarella-Branger et al., 2010; Giese et Westphal,
1996). Le traitement de ce type de cancer se compose le plus souvent d’une ablation
de la tumeur, d’une radiothérapie suivie d’'une chimiothérapie (Parsons et al., 2008).
Malheureusement, malgré les progrés médicaux accomplis, ce type de cancer a
conservé son mauvais pronostic (Shakur et al., 2013). Une des principales causes a
cela, est la présence de la barriéere hémato-encéphalique qui sépare le sang du
parenchyme cérébral et limite le passage de la plupart des médicaments dans le
systeme nerveux central (Regina et al., 2008). De plus, il existe des hétérogénéités
génétiques inter-tumorales mais également intra-tumorales au sein méme de la
tumeur qui réduisent les chances de parvenir a une guérison avec les moyens
actuels utilisés. Le recourt a une médecine personnalisée pour chaque individu
semble alors plus qu’indispensable pour combattre ce fléau. Les agents
pharmaceutiques seraient adaptés pour cibler les différences patient a patient mais
également pour la diversité de mutations au sein méme de la tumeur de chaque
patient (Ene et Holland, 2015; Huse et al., 2013). De nouvelles approches
thérapeutiques sont donc nécessaires pour la prévention et le traitement de cette

maladie.
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Depuis plusieurs années, les chercheurs se sont intéressés au développement et a
l'utilisation de traitements a base de composés naturels, dérivés de notre
alimentation pour combattre la progression et le développement du cancer
(Aggarwal et Shishodia, 2006). Ce choix de se diriger vers ces composés découle de
leur faible toxicité et de leur nombreuses propriétés antioxydantes et anti-tumorales
(Aggarwal et Shishodia, 2006).

Mon projet de recherche avait pour but d’évaluer et de caractériser de fagon
qualitative dans un premier temps sept lignées cellulaires de glioblastomes en
réponse a une inflammation provoquée par le TNF-a. Puis, dans un deuxiéme temps,
de déterminer le potentiel d'utilisation de cinq molécules phytochimiques face a
I'inflammation qui sont : I’hydroxytyrosol, 'EGCG, la quercétine, la delphinidine et le
curcumin..Les expériences ont été réalisées de fagon qualitative sans analyse
statistique mais peuvent nous renseigner approximativement des tendances de

variation des GBM face a lI'inflammation et aux traitements phytochimiques.
Les résultats de ce mémoire démontrent que:

1) Il existe des similarités et des différences d’expression génique et protéique
au sein des sept lignées cancéreuses étudiées, face a linflammation
provoquée par le TNF-a.

2) Linflammation tumorale provoque une augmentation de la capacité invasive
chez les sept lignées cancéreuses.

3) Les traitements a base de composés phytochimiques administrés a nos
lignées cancéreuses ne leur provoquent pas la méme réaction face a
Finflammation.

4) Toutes les molécules phytochimiques réduisent la capacité migratoire des

glioblastomes stimulé par I'inflammation.
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5.1 Similarités et différences d’expression observées dans
les 7 lignées de glioblastomes face a I'inflammation

Au cours de nos travaux, nous avons d'abord observé l'effet de l'inflammation
provoqué par le TNF-a sur I'expression génétique de biomarqueurs au sein de nos
sept lignées de glioblastomes. Nous avons remarqué que le TNF-a déclenche chez
toutes nos lignées cellulaires une augmentation de I'expression génique de COX-2,
MMP-9, des facteurs de croissance CSF-1, CSF-2 et CSF-3 et une diminution de la
périostine. Ces résultats nous indiquent que les GBM répondent bien au stress
provoqué par le TNF-a et réagissent toutes de la méme fagon pour I'expression des
biomarqueurs cités plus haut, mais dans des intensités différentes (Annexe A) : elles
produisent des prostaglandines via I'activation de COX-2, dégradent la MEC via la
production de MMP-9 pour introduire les processus d’angiogenese et de
prolifération cellulaire. Ces processus sont amplifiés avec la surexpression des
facteurs de croissances et la diminution de la périostine qui a pour conséquence
I'annihilation de la capacité a maintenir l'intégrité des cellules et d’augmenter la
sévérité et I'étendue de la maladie (Padial-Molina et al., 2013; Vaillancourt-jean,
2012). Cependant il existe des différences d’expression notables parmi les lignées en
ce qui concerne |'expression génique de VEGF, FGF et EGF et PDGF marqueurs
angiogéniques qui coordonnent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et
dont le ciblage thérapeutique pourrait représenter une approche potentielle pour le
traitement de ces tumeurs (Reardon et Wen, 2006). Ces marqueurs sont connus
pour étre fréquemment surexprimés ou mutés dans les gliomes (Lee et al., 2006). De
méme, pour l'expression protéique, I'environnement inflammatoire initié par le
TNF-a ne provoque pas le méme effet chez les biomarqueurs étudiés dans nos

différents GBM et en raison d’une telle variabilité, on comprend qu’il soit trés
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difficile d’établir une stratégie de traitement a la fois compléte, standardisée et

adaptée a chaque patient.

Cela nous confirme également que les GBM sont trés hétérogenes et les cellules qui
les composent ont un trés grand nombre de phénotypes différents et réagissent face
a I'inflammation en utilisant des voies de signalisation différentes et adaptatives. Le
potentiel cancéreux de la tumeur n’est pas restreint a une seule et population
clonale de cellules au sein de la tumeur; de plus en plus de tumeurs sont rapportées
comme contenant des «cellules souches cancéreuses » (cancer stem cells ou CSCs)
définies en référence aux propriétés que partagent ces cellules tumorales avec les
cellules souches normales. Ces cellules ne représenteraient qu’un faible
pourcentage de la masse tumorale, mais seraient responsables de nombreuses
rechutes de cancer (Reya et al., 2001). L’existénce de ces cellules dans la tumeur
peut jouer également un réle dans la réaction de la tumeur face a I'inflammation et
pourrait expliquer les différents comportements des GBM face a leur
microenvironnement. Toutefois, dans notre cas expérimental, les lignées
cancéreuses étudiées ne contiennent pas de CSCs et ce n’est donc pas la cause des
différences d’expressions de biomarqueurs géniques et protéiques relevées. Cette
différence serait plutét le reflet des multiples mutations génétiques des cellules

cancéreuses.

Cette caractérisation nous a également permis de confirmer que l'inflammation
provoquée par le TNF-a avait la capacité d’augmenter le pouvoir invasif de nos 7
lignées de glioblastomes selon une intensité graduative. La cytokine TNF-a qui est
impliquée généralement dans le maintien et 'homéostasie du systeme immunitaire,
de l'inflammation et dans la défense de I'hdte posséde un c6té plus obscur qui
I'implique dans les processus pathologiques tels que l'inflammation chronique,

I'auto-immunité et, en contradiction avec son nom, la maladie maligne (Balkwill,
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2006). En effet, le TNF-a est un des principaux médiateurs chimiques associé a
I'inflammation impliquée dans le cancer et Il existe des preuves substantielles que le
TNF-a soit impliqué dans la promotion et la progression des cancers expérimentaux
et humains, les voies conduisant a l'activation des complexes de facteur de
transcription NF-kB et AP-1 étant des liaisons intracellulaires clés (Balkwill, 2002; Wu
et Zhou, 2010). Les sept GBM de notre étude réagissent tous au TNF-a par une
augmentation de leur capacité migratoire suivant une corrélation quasi linéaire.
Nous sommes parvenus a réaliser un classement croissant de la capacité migratoire
de nos lignées dans les conditions basales et inflammatoires. En condition basale le
classement des lignées selon leur capacité migratoire est le suivant : A-172 < U-138
< T-98 < U-87 < Hs-683 < U-251 < U-118. Lorsque nos cellules sont stimulées au TNF-
a dans leur microenvironnement, le classement est le suivant : U-138 < Hs-683 < T-
98 < U-87 < U-251 < A-172 < U-118. Ces classements restent semblables mis a part la
lignée A-172 qui en condition basale est la derniére du classement, mais lorsque
celle-ci est stimulée au TNF-a, elle devient la deuxiéme lignée la plus invasive du
classement. L'influence du TNF-a, est plus forte pour la lignée cancéreuse A-172 que
pour les autres lignées, manifeste 'importance du microenvironnement dans le
développement de la tumeur et met en évidence le rdle indéniable du
microenvironnement inflammatoire de la tumeur. On peut se questionner de la
raison pour laquelle la lignée A-172 réagit plus fortement que les autres lignées
cellulaire face au TNF-a au niveau de son pouvoir invasif. Lorsqu’on regarde plus en
détail I'effet du TNF-a sur I'expression de nos biomarqueurs étudiés, nous
remarquons que le TNF-a augmente tres fortement I'expression de MMP-9 et de
CSF-2 (plus de 20 fois la condition contréle) et on pourrait penser que c’est la raison
pour laquelle cette lignée est plus sensible au TNF-a que les autres. Toutefois, nous
observons également chez les lignées U-251, U-138, U-118 et T-98 une

augmentation similaire des mémes biomarqueurs sans que cela modifie leur
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sensibilité au TNF-a, cela n’est donc pas la raison de I'effet pro-invasif du TNF-a sur
la lignée A-172. La raison qui expliquerait pourquoi la lignée A-172 est plus sensible
a son microenvironnement pourrait étre du aux mutations génétiques opérés sur
cette lignée. Le microenvironnement joue en effet un réle dans l'acquisition de
propriétés des GBM leur permettant d’acquérir ou de préserver leur multipotence et
leur capacité d’auto-renouvellement et de prolifération (Soeda et al., 2009). Il est
certain qu’une cellule cancéreuse, pour étre tumorigénique, ne présente pas un
ensemble de caractéristiques intrinséques mais ne soit aussi fortement soumise au
microenvironnement (Godard, 2013). Bien comprendre son réle tumorigene est
important pour mieux appréhender la tumeur dans son ensemble. Comprendre les
mécanismes sous-jacents aux métastases a médiation par l'inflammation réveélera de

nouvelles cibles thérapeutiques pour la prévention et le traitement du cancer.

5.2 Potentiel anti-inflammatoire des cinq molécules
phytochimiques dans la progression des glioblastomes

Au cours de notre étude, nous avons constaté que les molécules phytochimiques
issues d’aliments connues pour leurs bienfaits sur la santé, avaient la capacité de
réduire ou d’inverser l'expression génique de marqueurs stimulés par une
inflammation par le TNF-a chez les différentes lignées de glioblastomes. Néanmoins,
ces composés phytochimiques ne procurent pas le méme effet chez ces lignées. En
effet dans les quatre lignées de glioblastomes U-87, U-138, Hs-683 et U-118,
I’'hydroxytyrosol par exemple, ne permet de renverser aucune des stimulations
provoquées par l'inflammation chez les U-87. Chez les U-138 et les Hs-683, cette

molécule ne renverse que l'expression de la périostine, et chez les U-118,
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I’hydroxytyrosol permet de renverser I'expression de COX-2, périostine, VEGF et
FGF. Au niveau protéique nous remarquons également que I’hydroxytyrosol ne
réagit pas de la méme maniere face a I'Inflammation chez nos lignées cellulaires et
cela est de méme pour l'effet des autres composés phytochimiques expérimentés
sur nos lignées. Dépendamment de la lignée, les molécules phytochimiques
répondent plus ou moins bien. Comme constaté durant nos expérimentations, la
lignée U-118 est celle qui réagit le plus aux molécules phytochimiques. Ceux qui ont
plus la capacité de renverser les effets provoqués par I'inflammation que pour la
lignée U-87 par exemple. Ces différentes influences des molécules phytochimiques
face aux différents glioblastomes peuvent s’expliquer par I’'hétérogénéité cellulaire
et moléculaire des gliobastomes et soutient l'intérét de mettre en place une
médecine plus personnalisée pour chaque patient, et ce méme au niveau préventif,
afin de proposer des thérapies plus ciblées comme par exemple pour éviter les
récidives : la prévention serait plus individualisée puisque la personne est surveillée
dans le cadre de la pathologie dont elle souffre. Nos résultats nous permettent
également d’envisager l'idée d’une prévention individuelle permettant a chaque
individu d’adapter ses comportements alimentaires en fonction de ses forces, de ses

faiblesses et de son environnement.

Nous avons également mis en évidence la capacité des molécules phytochimiques a
réduire le pouvoir invasif des glioblastomes stimulés par le TNF-a. Chez nos quatre
lignées cancéreuses, les traitements a base de molécules phytochimiques ont inhibé
leur pouvoir métastasique selon une efficacité plus ou moins modulée. Un
classement décroissant du pouvoir inhibiteur des composés phytochimiques sur la
migration métastasique de chaque lignée a été réalisé, et nous avons pu remarquer
que la molécule extraite du thé vert 'EGCG, était parmi les meilleurs molécules au

pouvoir inhibiteur le plus important et cela dans toutes les lignées. L'EGCG étant
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déja documenté pour sa capacité a inhiber I'invasion métastasique cancéreuse
(Annabi et al., 2005), se révele étre la molécule la plus puissante des composés
phytochimiques expérimentés chez les GBM. En effet, cette molécule a pour
propriété de prohiber I'action des métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 dans les
cellules cancéreuses et les cellules endothéliales. Malheureusement, nous n’avons
pas pu mettre en évidence l'inhibition des MMPs par 'EGCG en vérifiant son
expression génique ou protéique. Le fait que 'EGCG puisse inhiber toutes les lignées
de glioblastome lors de I'inflammation suggere que celle-ci agit sur des mécanismes
communs des GBM. De plus, 'EGCG est également dans le top deux des de
composés phytochimiques testés ayant le plus le pouvoir d’inhiber la migration
cellulaire a I'état basale chez toutes nos lignées étudiées. Ces résultats nous
confortent avec l'idée des propriétés bénéfiques de L'EGCG sur l'incapacité des
tumeurs a créer des métastases et qu’un traitement a base de cette molécule serait
bénéfique pour tous les patients ayant un glioblastome. Toutefois, les autres
composés phytochimiques ont également la capacité de réduire la capacité
migratoire des GBM d’une efficacité plus ou moins importante dépendamment de la
lignée traitée. En effet, nous avons pu remarquer que lorsque toutes les lignées sont
stimulées au TNF-a, I'hydroxytyrosol, la molécule phytochimique majoritairement
présente dans l'huile d’olive et connue pour ses puissantes actions anti-
inflammatoires, antibactériennes et antioxydantes (Fabiani et al., 2002), est celle qui
inhibe le plus la capacité migratoire chez les lignées U-87 et Hs-683, mais face aux
lignées U-138 et U-118, cette molécule est celle qui a le pouvoir inhibiteur le plus
faible. L’épice étudiée n’y échappe pas non plus. en effet, le curcuma dont les vertus
sont appréciées pour ses effets bénéfiques contre le cancer en bloguant
spécifiquement des régulateurs clé de la réponse inflammatoire (Béliveau et
Gingras, 2014) ne réalise pas la méme qualité d’inhibition chez nos lignées étudiées.

Notre étude nous a renseigné que le curcumin est le composé phytochimique qui
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permet le plus d’inhiber la capacité migratoire de la lignée U-138 stimulée au TNF-a,
or pour les lignées U-118, U-87 et Hs-683. Ce composé phytochimique est classé
dans les derniers en terme d’efficacité pour inhiber la migration cancéreuse de
celles-ci. Ces différences d’inhibition des composés phytochimiques sur le pouvoir
invasif que procure le TNF-a chez les GBM reflétent la diversité de comportement
des GBM et donc de la variété de mutations que possédent ces types de tumeurs.
Malgré le potentiel antitumoral et antiprolifératif observé chez les 5 composés
phytochimique étudiés, nous avons pu mettre en lumiere que leurs effets étaient
plus ou moins efficaces dépendamment de |a lignée étudiée. Cela nous conforte
d’autant plus dans l'idée qu’il soit nécessaire de modifier la fagon de combattre ce
genre de cancer et d’envisager des moyens de prévention plus personnalisés,

adaptés a chaque patient, selon ce qui est le plus efficace pour lui.



CHAPITRE VI

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les glioblastomes font I'objet de recherches minutieuses dont le but primordial sont
d'éclaircir les mécanismes oncogéniques mis en jeu, et ce, pour proposer des
thérapies plus ciblées et personnalisées pour chaque individu. Du fait de la
complexité de la pathologie, de la gravité de son pronostic et de I’hétérogénéité des
populations cellulaires au sein d’'une méme tumeur, les défis lancés pour combattre
ce cancer ne sont pas des moindres. De plus, le risque de récidive des GBM est
extrémement élevé et la progression de ces tumeurs infiltrantes est quasiment
inévitable chez la majorité des patients. Bien que |’association de la chirurgie, de la
radiothérapie et de la chimiothérapie ait permis d’augmenter la survie associée au
glioblastome, sa guérison demeure toujours hors de portée. Les derniéres
recherches s'investissent, de ce fait, davantage dans des stratégies basées sur la
prévention et l'intervention en amont de la maladie, tout en maintenant
I'amélioration et I'exploration d'éventuelles pistes thérapeutiques. La prévention par
un contréle de I'hygiéne de vie notamment par le recours a une alimentation saine
et équilibrée, constituent des pistes intéressantes et ouvrent des horizons

prometteurs dans le but d'inhiber le développement de certains cancers.

Les principaux résultats qualitatifs de notre recherche mettent en évidence la
caractérisation de la réaction de sept lignées de glioblastomes lors d’'une

inflammation provoquée avec du TNF-a face a I'expression de biomarqueurs au
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niveau génique et protéique et face a leur capacité invasive. Nous avons constaté
I'importance du microenvironnement dans le développement de la tumeur et mis en
lumiére le réle indéniable du microenvironnement inflammatoire de la tumeur sur
celle-ci. Il existe des similarités et des différences d’expression génique et protéique
au sein des sept lignées cancéreuses étudiées, face a I'inflammation provoquée par
le TNF-a. En effet, les lignées cancéreuses étudiées ne présentent pas un ensemble
de caractéristiques communes pour tous les biomarqueurs étudiés et sont
fortement soumises a leur milieu de vie. Il semble crucial que d’avantages d’études
soient réalisées en croisant plusieurs de ces marqueurs pour pouvoir identifier une
population de glioblastome spécifique. Il est également nécessaire d’identifier des
différentes classes de GBM et de comprendre leur réle au sein de la tumeur.
D’avantages d’analyses génétiques sont requises parallélement aux analyses
phénotypiques pour mieux caractériser ces cellules. Nous avons également constaté
que l'inflammation tumorale provoque une augmentation de la capacité invasive de
tous les glioblastomes et que tous les composés phytochimiques ont la capacité de
réduire cette capacité stimulée par le TNF-a mais selon une efficacité plus ou moins
importante selon la lignée. Toutefois, la molécule phytochimique extraite du thé
vert, 'EGCG, est celle qui a la capacité a réduire le plus le pouvoir migratoire induit
par le TNF-a et cela dans toutes les lignées cancéreuses. Cela nous conforte dans
I'idée des propriétés bénéfiques de L'EGCG sur sa capacité a réduire la métastase et
qu’un traitement a base de cette molécule serait bénéfique pour tous les patients

ayant un glioblastome.

Nos résultats montrent que les molécules phytochimiques issues d’aliments connus
pour leurs bienfaits sur la santé, ont la capacité a réduire ou a inverser |'expression
génique de marqueurs stimulés par une inflammation induite par le TNF-a chez les

différentes lignées de glioblastomes, mais ne procurent pas le méme effet chez ces
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lignées. De ce fait, la vision orientée vers une prévention basée sur le contrdle de
I'hnygiéne de vie notamment par une thérapie préventive personnalisée par les
aliments, semble la plus judicieuse. L'approche préventive est, de toutes les
approches, celle qui gagne a étre envisagée particulierement si on sait que cette
derniére s'articule principalement sur le simple recours a une alimentation saine.
Une telle approche est doublement justifiée d'une part parce qu'elle permet d'agir
en amont de la maladie, ce qui limite I'impact de cette derniére, et d'autre part
parce qu'elle garantit I'absence d'effets secondaires, ce qui peut é&tre

immédiatement vérifié puisqu'il s'agit de recours a des molécules naturelles.



ANNEXES

Annexe A: Graphiques représentatifs de [|'expression génique de 10
biomarqueurs d’intérét chez les 7 GBMs face a une stimulation proinflammatoire.
Les cellules sont cultivées pendant 48 h, puis sevrées 24 h dans un milieu traité au
TNF-a (100 ng/ml). L'expérience est conclue par une RT-PCR puis d’'une q-PCR. Les
résultats obtenus, illustrés dans ces différents graphiques montrent la variation de
I'expression génique des marqueurs d’intéréts stimulés au TNF-a en comparaison de
la condition contréle sans traitement au TNF- a. Les résultats présentés sont issus de
4 expériences indépendantes et présentées comme moyennes avec leur écart
moyen afin de mesurer la dispersion des données. Les variations observées ont été
regroupées sous forme de tableau pour avoir un meilleur vu d’ensemble et faciliter
I'interprétation des résultats (voir tableau 4.1).
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Annexe B : Expression génique des biomarqueurs d’intérét dans la lignée
cellulaire U-118 stimulée par le TNF-a et avec traitement a base des molécules
phytochimiques. Les cellules U-118 sont cultivées pendant 48 h, puis sevrées 24 h
dans un milieu traité au TNF-a (100 ng/ml) et aux différentes molécules
phytochimiques a une concentration de 25 pM. L'expérience est conclue par une RT-
PCR puis d’'une g-PCR. Les résultats obtenus, illustrés dans ces différents graphiques
montrent la variation de |'expression génique des marqueurs d’intéréts stimulés au
TNF-a avec les molécules phytochimique en comparaison de la condition contréle
sans traitement au TNF-a. Les résultats présentés sont issus de 2 expériences
indépendantes et présentées comme moyennes avec leur écarts moyens afin de
mesurer la dispersion des données.
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Annexe C: Expression génique des biomarqueurs d’intérét dans la lignée
cellulaire U-138 stimulée par le TNF-a et avec traitement a base des molécules
phytochimiques. Les cellules de la lignée U-138 sont cultivées pendant 48 h, puis
sevrées 24 h dans un milieu traité au TNF-a (100 ng/ml) et aux différentes molécules
phytochimiques a une concentration de 25 pM. L'expérience est conclue par une RT-
PCR puis d'une q-PCR. Les résultats obtenus, illustrés dans ces différents graphiques
montrent la variation de I'expression génique des marqueurs d’intéréts stimulés au
TNF-a avec les molécules phytochimique en comparaison de la condition contréle
sans traitement au TNF-a. Les résultats présentés sont issus de 2 expériences
indépendantes et présentées comme moyennes avec leur écart moyen afin de

mesurer la dispersion des données.
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Annexe D : Expression génique des biomarqueurs d’intérét dans la lignée
cellulaire U-87 stimulée par le TNF-a et avec traitement a base des molécules
phytochimiques. Les U-87 sont cultivées pendant 48 h, puis sevrées 24 h dans un
milieu traité au TNF-a (100 ng/ml) et aux différentes molécules phytochimiques a
une concentration de 25 uM. L'expérience est conclue par une RT-PCR puis d’une g-
PCR. Les résultats obtenus, illustrés dans ces différents graphiques montrent la
variation de I'expression génique des marqueurs d’intéréts stimulés au TNF-a avec
les molécules phytochimique en comparaison de la condition contréle sans
traitement au TNF-a. Les résultats présentés sont issus de 2 expériences
indépendantes et présentées comme moyennes avec leur écarts moyens afin de
mesurer la dispersion des données.
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Annexe E : Expression génique des biomarqueurs d’intérét dans la lignée
cellulaire Hs-683 stimulée par le TNF-a et avec traitement a base des molécules
phytochimiques. Les cellules Hs-683 sont cultivées pendant 48 h, puis sevrées 24 h
dans un milieu traité au TNF-a (100 ng/ml) et aux différentes molécules
phytochimiques a une concentration de 25 pM. L'expérience est conclue par une RT-
PCR puis d’'une g-PCR. Les résultats obtenus, illustrés dans ces différents graphiques
montrent la variation de |'expression génique des marqueurs d’intéréts stimulés au
TNF-a avec les molécules phytochimique en comparaison de la condition contréle
sans traitement au TNF-a. Les résultats présentés sont issus de 2 expériences
indépendantes et présentées comme moyennes avec leur écarts moyens afin de
mesurer la dispersion des données.
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