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Malgré les progrès considérables qui ont été réalisés depuis une trentaine d'années, le 
cancer demeure un ennemi redoutable. Néanmoins, de nombreuses études épidémiologiques 
ont montré qu'une alimentation riche en fruits et légumes réduit les risques de développer le 
cancer. Nous savons également que l'angiogenèse, ou la formation de nouveaux vaisseaux à 
partir de capillaires préexistants, joue un rôle crucial dans la croissance des tumeurs et dans 
leur dissémination sous forme de métastases. En conséquence, l'objectif de ce projet est de 
caractériser les effets antiangiogéniques d'une famille de composés omniprésents dans notre 
alimentation, les flavonoides, en particulier, les flavonols, kaempférol et myricétine, et les 
tlavones, lutéoline et apigénine. Pour y parvenir, nous avons d'abord procédé à des tests de 
migration cellulaire et t1'invasion t1e Matrigel™ en chambre de I30yden à l'aide de cellules 
musculaires lisses d'artère pulmonaire (PASMCs). Les données obtenues montrent 
qu'apigénine, lutéoline el myricétine inhibent grandement la migration et l'invasion 
cellulaire, et que les niveaux d'inhibition sonl comparables à ceux observés avec des 
médicaments synlhéliques. Ensuite, nous avons réalisé des études de marqueurs moléculaires 
tels que la phosphorylation du récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes 
(PDGFR-~), de la protéine kinase régulatrice des signaux extracellulaires (ERK) et de la 
protéine Akt, el ce, toujours avec des PASMCs. L'inhibition de la phosphorylation du 
récepteur PDGFR-~, de la protéine ERK et Akt par I"apigénine et la lutéoline a également été 
observée. Nous nous sommes également assurés gue les effets observés n'étaient pas dus il la 
toxicité des molécules étudiées en effectuant des tests de viabilité cellulaire au bleu de trypan. 
Nous avons poursuivi en analysant la sécrétion de la proMMP-2 et du VEGF par les 
PASMCs lorsqu'elles sont stimulées au POGF-BB. Les résultats obtenus montrent que la 
sécrétion de VEGF est inhibée par les tlavones alors gue seule la lutéoline affecte la sécrétion 
de la proMMP-2. Finalement, nous avons réalisé des études in Fil'O sur un modèle ,mim<l] de 
souris immunosupprimées, soit des souris CrI:CO lM Foxn 1nu. Ce modèle a permis de metlre 
en lumière le potentiel antiangiogénique in vil'o des f1avones. En somme, tous les résultats 
obtenus in vivo et in vitro indiquent que les flavones, lutéoline et apigénine. ont un fort 
potentiel antiangiogénigue. 

Mots clés: Cancer, <lngiogenèse, fJavonoïdes, cellules musculaires lisses, PDGFR. 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 LE CANCER 

Le cancer nous frappe tous autant que nous sommes. directement ou indirectement. et ce, 

sans discrimination. Le cancer est une maladie au cours de laquelle il ya un dérèglement des 

fonctions de la cellule. Ce dérèglement se manifeste par l'acquisition progressive de 

caractéristiques qui engendrent une croissance cellulaire anormale et plus 'ëlpide que chez les 

cellules normales. Ceci permet aux cellules anormales d'envahir les tissus de l'organisme et 

c'est pourquoi celle pathologie est caractérisée par la présence d'une ou de plusieurs tumeurs 

malignes chez le patient (Béliveau et Gingras, 2005) 

1.1.1 Statistiques 

Malgré plusieurs décennies de recherche, le cancer demeure un ennemi redoutable. Un 

fléau qui n'épargne personne, que l'on soit jeune ou vieux, riche ou pauvre. homme ou 

femme. Le nombre de cas de cancer est en progression constante partout dans le monde. En 

effet, le cancer est devenu l'une des maladies les plus dévastatrices pour l'humanité puisque, 

selon la Société de recherche sur le cancer. chaque année. plus de 10 mi Ilions de personnes 

en meurent à travers le monde. L'Organisation mondiale de la santé indique qu'il y a, 

actuellement, plus de 24.6 millions de personnes qui vivent avec le cancer et. si la tendance 

se maintient. qu'elles seront plus de 30 millions d'ici 2020. De plus. tous les cancers réunis 

représentent désormais la deuxième cause de mortalité. dans les pays industrialisés. après les 

maladies cardiovasculmres. 



2 

Plus près de nous cette fois, on rapporte, dans un rapport publ ié en 2007 par la Société 

canadienne du cancer et l'Institut national du cancer du Canada, que le nombre de nouveaux 

cas de cancer cette année au Canada est estimé à 159 000. Ceci signifie qu'en moyenne, 

chaque semaine 3 050 Canadiens et Canadiennes recevront un diagnostic de cancer. On 

indique également dans ce rapport que la prévision concernant le nombre de décès attribuable 

au cancer en 2007 au Canada s'élève à 72 700 personnes. 

Le cancer représente un fardeau tant pour les malades eux-mêmes que pour leurs famille 

et amis, mais également pour les systèmes de soins de santé. Un fardeau qui se chiffre à 

plusieurs centaines de milliards de dollars et qui n'a pas fini d'augmenter puisqu'avec le 

vieillissement de la population, on estime que, dans un avenir rapproché, une personne sur 

trois devra combattre le cancer et qu'au minimum une sur quatre ne pourra le vaincre. 

Il existe plus de cenl différents types de cancers el sous-types de tumeurs qui peuvent être 

déteclés dans des organes spécifiques. Certains sont plus communs alors que d'autres sont 

extrêmement rares. Au Canada. les cancers les plus répandus sonl les cancers du poumon, du 

sein. de la prostate ainsi que le cancer colorectal. Ils comptent pour plus de la moitié des 

nouveaux cas de cancer déclarés chaque année et, parmi eux. le cancer des poumons est celui 

qui fail le plus de victimes (Société canadienne du cancer et Institut national du cancer du 

Canada, 2007). 

Les causes et les types de cancer varient selon les régions, mais un élément demeure: 

nous pouvons prévenir la plupart d'enlre eux, car la vaste majorité des cancers sont causés 

par des facteurs autres que l'hérédité (voir fig. 1. J). Il est actuellement estimé que plus de la 

moitié des cancers pourraienl être évités puisqu'ils sont associés à des facteurs reliés à un 

mode de vie malsain qu'il nous est possible de contrôler. Le style de vie (sédentarité. obésité, 

consommation d'alcool ou de drogues), nos habitudes alimentaires et le tabagisme sont 

responsables de plus de 65 C;C des cas de cancer (Béliveau et Gingras. 2005). Ce sont donc 

aUlant de facteurs qui contribuent à la prévention ou au développement de la maladie. 
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En résumé, les plus récentes statistiques canadiennes sur le cancer démontrent sans 

équivoque que le cancer continue de progresser au pays et confirment l'importance de 

poursUIvre nos recherches pour lutter contre cette maladie et développer des stratégies de 

prévention. 

Exposition professionneUe (SOIll) 

--:\Icool (3%) 

Obêsitê et manque d' exercice (S°;'(l) 
Alimentation déficiente ~ 

(30%) 
Exposition aux ra~'ons t.T (2~il) 

...~ 
___--Drogues (2%) 

1~~iill ~_--PoUution(2%) 
~ ----,I-----.-\utres (10/0) 

Facteurs héJ'éditaires 
(15%) 

Tabagisme
 
(30%)
 

Figure 1.1 Facteurs de risques du cancer. 

Les facteurs étiologiques associés au développement du cancer sont nombreux, mais il n'en 
demeure pas moins que l'alimentation et la cigarette représentent les plus importants. 
Illustration modifiée tirée de: Béliveau et Gingras, 2005. 

1.1.2 La cancérogenèse 

Le cancer est caractérisé par la présence d'une ou de plusieurs tumeurs qUI sont 

l'aboutissement d'une série de transformations pouvant se dérouler sur une période de 

plusieurs années (Weinberg, 2007). La cancérogenèse est, en effet, un processus complexe à 

étapes multiples menant une cellule d'un état sain à un état cancéreux (Bode et Dong, 2006; 
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lakobisiak, Lasek et Golab, 2003). Les différentes phases de la cancérogenèse sont: 

l'initiation, la promotion et la progression (voir fig. 1.2). 

L'initiation est l'étape durant laquelle les cellules sont exposées à des agents 

cancérigènes, qu'ils soient de natures chimique (substances chimiques mutagènes contenues 

dans la fumée de cigarette), physique (radiations de type ultraviolet) ou virale, qui vont 

ultimement provoquer des dommages irréversibles sur une région importante de l'ADN de la 

cellule et entraîner l'apparition de mutations. Lors de cette phase, les cellules ne sont pas 

encore transformées, mais leur génotype modifié leur procure désormais le potentiel de 

former des tumeurs (Warshawsky et Landolph, 2006). 

INITIATION PROMOTIO PROGRESSION CANCER MÉTASTASES 

Produ 1 

un .-_ ... 
\Ô'uI 

Irndullioa. 

1 - 4DANS 

U'Ùila d~ l':\DN 

Figure 1.2 : Étapes de l'évolution du cancer. 

Illustration modifiée tirée de : Béliveau et Gingras, 2005. 

La phase de promotion, quant à elle, correspond à la phase d'expansion clonale des 

cellules dites « initiées », c'est-à-dire qui ont subi une altération de leur matériel génétique. 

Normalement, les cellules de notre corps répondent à certaines règles qui permettent de 

maintenir l'équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire (Alison, 2005). Les cellules 

initiées sont caractérisées par le fait qu'eUes ne répondent plus à ces règles d' homéostasie. Il 

se produit alors un dérèglement des gènes cellulaires favorisant la prolifération et inhibant le 

déclenchement de l'apoptose chez ces cellules. Du coup, l'accroissement du taux de division 
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cellulaire augmente les probabilités d'obtenir un clone possédant des mutations 

supplémentaires qui lui permettraient, cette fois, de se développer de manière autonome. La 

phase de promotion est généralement induite par un agent promoteur comme des lipides 

alimentaires, des hormones ou des facteurs de croissance qui poussent les cellules à se 

diviser. À J'instar de la première phase, la phase de promotion est réversible, et consiste en un 

long processus pouvant se prolonger durant plusieurs années, voir décennies. Elle offre donc 

une grande fenêtre d'intervention pour la prévention du développement du cancer (Trosko, 

2001). 

Finalement, la phase de progression est celle durant laquelle les cellules évoluent de 

cellules transformées en cellules cancéreuses. On attribue alors à la tumeur ses caractères 

malin et invasif (Bergers et Benjamin, 2003). Ainsi, celle phase inclut toutes les étapes 

subséquentes de la croissance tu morale jusqu'à sa dissémi nat ion dans l'organisme sous forme 

de métastases. À ce moment, la tumeur est contrôlée à la fois par des mécanismes 

intralumoraux, nécessitant une collaboration étroite entre les cellules cancéreuses, et par ses 

interactions avec son environnement immédiat (Jakobisiak, Lasek et Golab, 2003). Les 

cellules. modifiées alllanl dans leur phénotype que dans leur génotype, forment une société de 

cellules tumorales ayant acquis de nouvelles propriétés caractéristiques, souvenl désignées 

comme les six signatures du cancer, qui contribuent à augmenter leur c<Hactère envahissanl : 

l'indépendance vis-à-vis des signaux stimulant la prolifémtion, l'insensibilité aux signaux 

inhibiteurs, la résistance il l'apoptose, une capacité de prolifération illimitée, un pouvOIr 

invasif et la capacité d'induire l'angiogenèse (Hanahan et Weinberg, 2000). Chacune de ces 

six caractéristiques représente une cible thérapeutique potentielle pour contrer le cancer. 

D'ailleurs. la cancérologie du XXle siècle est caractérisée par l'émergence de thérapies 

moléculaires ciblées, c'est-à-dire d'approches thérapeutiques ciblant une anomalie 

moléculaire ou un processus global considéré comme impliqué d<lns la progression tumorale 

(L'Allemain et Soria, 2007). 
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1.2 L'ANGIOGENÈSE 

C'est dans cet ordre d'idée qu'il y a une trentaine d'années, suite au concept 

d'angiogenèse tumorale formulé par ludah Folkman, la théorie selon laquelle s'opposer à la 

vascularisation d'une tumeur pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique 

anticancéreuse, a vu le jour (Bisacchi et al., 2003; Folkman, 2006). L'angiogenèse est 

maintenant un champ d'investigation de pointe et un sujet majeur de la recherche 

biomédicale. 

1.2.1 Vue d'ensemble 

L'angiogenèse est définie comme l'ensemble des processus menant à la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins à partir de capillaires préexistants (Folkman, 1971). Elle se 

distingue de la vasculogenèse durant laquelle il se produit une différenciation in situ de 

cellules précurseures indifférenciées, les hém<lngioblastes, en angioblastes qui, à leur tour, 

vont se différencier en cellules endothéliales qui s'assemblent pour donner un premier réseau 

nommé plexus vasculaire primitif (Carmeliet, 2000; Flamme, Frolich et Risau, 1997; Risau, 

J997). 

Normalement, l'angiogenèse physiologique a pour but d'assurer qu'un tissu en 

développement ou en réparation reçoive une quantité adéquate et suffisante de nutliments 

(Papetti et Herman, 2002) Dans un organisme adulte. l'angiogenèse physiologique est un 

événement peu fréquent, finement régulé, qui survient surtout lors de réparation tissulaire 

dans Je processus de cicatrisation ou encore, plus spécifiquement, dans les fonctions 

reproductlices chez les femmes soit lors de la formation de l'endomètre durant les cycles 

menstruels ou du placenra lorsqu'elle est enceinte (Carmeliet, 2000; Otrock ft al., 2007). Ce 

type d'angiogenèse se déroule en relation uvec le tissu environnant d'une manière strictement 

contrôlée dans l'espace el dans le temps (Dor. Djonov et Keshet, 2003). 

En revanche, on retrouve chez l'adulte dc l'angiogcnèsc pathologique dans plusieurs 

situations. Notamment, dans des cas d'ischémies cardiaque et cérébrale où l'angiogenèse est 
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insuffisante ou encore lorsqu'elle est excessIve comme dans des cas de pSOrJ8SIS, de 

rétinopathie diabétique, d'arthrites rhumatoïdes, d'inflamm8tion ou de cancer (P8ndya, 

Dhalla et Santani, 2006). 

1.2.2 L'angiogenèse tumorale 

L'angiogenèse pathologique que l'on retrouve dans les cas de cancer est appelée 

angiogenèse tumorale et il a été démontré maintes fois qu'il s'agit d'un processus 

indispensable à la croissance des tumeurs et au phénomène métastatique qui constitue la 

plupart du temps la principale C8use de mortalité associée au cancer. 

L'hypothèse selon laquelle la croiss8nce tumof81e dépend de la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins a été mise en évidence pour la première fois, il y 8 cie ça tout près de 40 

8ns, par le Dr Judah Folkm8n ( 1971). Le Dr Folkm8n, qui avait remarqué que les cancers très 

invasifs présentaient une hypervascularis8tion, postula alors, qu'ù 1'8ube de son 

développement, une tumeur est sans connexion avec le système vascul8ire préexistant. II 

nomm8, pm conséquent, cette étape comme la plwse pré-vasculaire ou avasculaire. Il affirma 

alors que, durant cette phase, la tumeur est confinée clans un état dit de « dormance)} à moins 

qu'elle soit capable d'induire l'angiogenèse de manière ù obtenir son propre lit vasculaire 

(Naumov el al., 2006). En effet, les tumeurs, tout comme les tissus normaux, ont besoin d'un 

apport adéquat en oxygène et nutriments ainsi que de moyens efficaces pour se débarrasser 

de leurs déchets métaboliques (Cristofanilli, Charnsangavej et Hortobagyi, 2002). La 

diffusion passive de l'oxygène et des nutriments étant limitée ù une distance m8ximale de 

150 Ilm du capillaire le plus près, cela restreint la croissance tumor81e à quelques mm' 

(Alison, 2005). Il inféra alors que la connexion vasculaire s'avère r8pidement indispens8ble 

pour que la tumeur puisse continuer de croître (Bergers et Benjamin, 2003: Folkman et 

Shing, 1992). 

Cette connexion implique une néoangiogenèse qui résulte d'un processus qui, bien loin 

d'être simple, implique une multitude de f8cteurs proangiogéniques el <lntiangiogéniques el 

dont le résultat final est déterminé p8r l'équilibre local qui s'établit entre ces facteurs. C'est 
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ce que l'on appelle Je « SWiICh» angiogénlque. Celui-ci peut se produire à différents 

moments de la croissance tumorale selon le type de tumeur et de ses interactions avec son 

environnement (Bisacchi el al., 2003). 

1.2.3 Le « switch » angiogénique 

Dès 1971, Je Dr Folkman formulait le paradigme de l'angiogenèse tumorale et indiquait 

également que celle-ci était due à des substances diffusibles provenant de la tumeur (Folkman 

el al., 1971). II est désormais connu que de nombreux facteurs comme des facteurs de 

croissance, des récepteurs et des molécules de la matrice exlracelJulaire interviennent pour 

favoriser ou inhiber l'angiogenèse (Kurz, 2000). Plus d'une vingtaine de composés 

endogènes capables d'activer ou d'inhiber l'angiogenèse onl été identifiés; une liste non 

exhaustive est présentée au tableau 1.1 (Scappaticci, 2002). La croissance vasculaire se 

produit lorsque la balance dynamique est en faveur des stimuli positifs (Carmeliet, 2005). II 

se produit alors un « swilCh » angiogénique, à proprement dit, qui est défini comme étant le 

passage de la phase de latence à ]a phase plus agressive par le déclenchement de la 

néovascularisation. 

Lors de l'angiogenèse physiologique, les nouveaux vaisseaux sont formés, puis ils 

deviennent matures et stables rapidement puisque tout le processus est soigneusement régulé 

(Bergers et Benjamin, 2003). En revanche, en condition pathologique, comme lors de 

l'angiogenèse tumorale, on assiste à un déploiement aberrant des mécanismes d'angiogenèse 

physiologique (Papetti et Herman, 2002). 
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Tableau 1.1 : Facteurs pro et antiangiogéniques endogènes 

Stimulateurs Inhibiteurs 

VEGF Interférons a 
bFGF Interférons ~ 

aFGF Angiostati ne 
PIGF Endostati ne 
TGF-a Vasostatine 
TGF-~ Canstuline 
TNF-a Tlimstatine 
PDGF VEGI 
HGF Facteur plaqllettaire-4 
PD-ECGF Thrombospondine-I 
Angiogénine IL- J 2 
IL-3 Fragment de 16 kDa de la prolactine 
IL-8 PEDF 
Proliféri ne 2-mét hox yestrad io1 
Pléiotrophine Fragment de S3 kDa anlilhrombine III 
Follistatine Fragments 1 et 2 de prothrombine 
Midkine Vasculostaline 
Leptine Restine 
G-CSF Maspine 
Angiopoiétine-I SPARC 

IL-18 
IP-IO 
TIMPs 

Abréviations: aFGF, facteur de croissance acide des fibroblastes; bFGF, facleur de 
croissance basique des fibroblastes; G-CSf, facteur stimulant la formation de colonies de 
granulocytes; HGF, facteur de croissance des hépatocytes; IL; Interleukine: IP-IO, protéine 
inductible par l'interféron; PD-ECGf, facteur de croissance des cellules endothéliales dérivé 
des plaquettes; PDGF, facteur de croissance dérivé des plaquettes; PEDF, facteur dérivé de 
l'épithélium pigmentaire; PJGF, facteur de croissance placentaire: SPARC, secreled prolein 
aeidic and rich in cyslein; TGF-a, facteur de croissance tumoral alpha; TGF-~, facteur de 
croissance tumoral bêta; TIMPs, Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases matricielles; 
TNF-a, facteur nécrosant des tumeurs alpha; VEGF, facteur de croissancc de l'endothélium 
vasculaire; VEGI, inhibiteur de croissance de l'endothélillm vasculaire. 
D'après Scappaticci, 2002. 
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1.2.4 Les étapes de l'angiogenèse tumorale 

1.2.4.1 Survol 

II a été démontré précédemment qu'en l'absence d'un réseau sanguin fonctionnel, la 

croissance des tissus, qu'ils soient normaux ou tumoraux, est limitée par la capacité de 

l'oxygène à diffuser des vaisseaux sanguins vers les cellules (Brahimi-Horn et Pouyssegur, 

2006). 

Lors de la carclnogenèse, la prolifération anarchique et rapide des cellules tumorales 

entraîne l'apparition de régions hypoxiques et nécrotiques au centre de la tumeur. L'hypoxie 

est alors détectée au niveau cellulaire par un mécanisme complexe de réactions sensibles à la 

baisse d'oxygène. Dans le but d'augmenter le débit sanguin vers les tissus privés d'oxygène, 

ce mécan isme déclenche l' acti vat ion de voies molécu lai res, sous la dépendance des protéi nes 

de la famille HIF (facteur induit par l'hypoxie), qui stimulent l'expression d'une multitude de 

gènes, dont ceux qui induisent la sécrétion du facteur de croissance vasculaire endothélial 

(VEGF) (Lauzier el al., 2006). Le VEGF présent dans l'environnement permettra, par la 

suite, une hyperperméabilité qui engendrera l'extravasation de protéases et de certaines 

composantes matricielles de la circulation sanguine. Les cellules endothéliales vont ensuite 

pouvoir proliférer et migrer sur la nouvelle matrice remodelée pour former un nouveau réseau 

vasculaire (Papelli et Herman, 2002). 

1.2.4.2 Revue simplifiée des différentes étapes 

Bien que l'hypoxie au sein de la tumeur soit un des facteurs essentiels responsables de 

l'activation de l'angiogenèse lUmorale, il ne faut pas oublier que celle-ci résulte de la 

coordination de nombreux processus. 

D'abord, les cellules tumorales sécrètent de l"angiopoiétine-2 (Ang2) (voir sec\. 1.3) qui 

permet aux cellules endothéliales de passer d'un état de quiescence à un état de prolifération. 
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En effet, chez l'adulte, les cellules endothéliales qui forment les vaisseaux sanguins sont 

remarquablement quiescentes avec un taux de renouvellement d'environ 1000 jours. Or, 

durant l'angiogenèse tumorale, celui-ci peut diminuer jusqu'à aussi peu que 5 jours (Alison, 

2005). De plus, l'angiopoïtéine-2 déstabilise la structure des capillaires pour permettre aux 

cellules endothéliales de migrer plus facilement et de répondre aux facteurs angiogéniques 

relargués par les cellules tumorales (Vandenbunder, 2000). Ces dernières relâchent des 

facteurs proangiogéniques, tels que le VEGF ou le FGF (facteur de croissance des 

fibroblastes, qui vont diffuser dans les tissus environnants pour aller se lier à leurs récepteurs 

respectifs situés sur les cellules endothéliales d'un capillaire à proximité. Ceci aura pour effet 

« d'activer» les cellules endothéliales (voir fig. 1.3) (Crislofanilli, Charnsangavej et 

HOr\obagyi,2002). 

Ces interactions entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales du vaisseau 

mènent à la sécrétion et à l'activation de plusieurs enzymes protéolytiques appelées protéases 

solubles. Parmi celles-ci, on retrouve les MMPs, c'est-à-dire les métalloprotéases de la 

matrice extracellulaire. Ces enzymes vont dégrader la matrice extracellulaire (MEC) et la 

membrane basale pour permettre aux cellules endothéliales vasculaires, qui ont récemment 

été activées, de proliférer et de migrer en direction de la tumeur. Ce processus se nomme 

« bourgeonnement ». Durant ce dernier, la forme des cellules endothéliales change pour faire 

place à un phénotype beaucoup plus allongé. Les cellules commencent alors à exprimer des 

molécules de surface qui leur permettent de migrer le long de la MEC (Alison, 2005). 

Les cellules endothéliales vont ensuite, à leur tour, sécréter des facteurs de croissance, 

tels que le PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes) dans le but d'attirer des 

cellules périvasculaires. Ces cellules sont dites « murales» ou « de support» parce qu'elles 

stabilisent les vaisseaux en inhibant la prolifération et la migration endothéliale et en 

stimulant la production de matrice extracellulaire. Par ailleurs, ce sont elles qui protègent la 

structure endothéliale de la rupture ou encore de la régression (Jain, 2003). 
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Cellules tumorales 

Protéases solubles 
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Cellules périvasculalres 

Cellules endotheliales 

Figure 1.3 : Revue simplifiée des étapes clés de l'angiogenèse tumorale. 

Illustration modifiée tirée de : Cristofanilli, Charnsangavej et Hortobagyi, 2002. 

En effet, bien que les cellules endothéliales forment le nouveau vaisseau, celui-ci va 

demeurer fragile tant qu'il ne sera pas stabilisé par des cellules dites de support, soit les 

cellules périvasculaires. Le recrutement de ces cellules complète la maturation des vaisseaux 

et du coup le processus d'angiogenèse. Les cellules endothéliales qui forment le nouveau 

vaisseau retrouvent alors leur état de quiescence (Li, Zhang et Zhao, 2007). 
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1.3 LES D1FFI:~RENTS ACTEURS DU PROCESSUS D'ANGIOGENÈSE TUMORALE 

Les récents progrès dans la compréhension des bases de la progression tumorale ont 

conduit à J'identification et la caractérisation de nombreux acteurs moléculaires clu processus 

angiogénique. Les cellules tumorales sécrètent divers médiateurs c10nt des facteurs de 

croissance qui activent les cellules endothéliales et périvasculaires et favorisent la formation 

de néovaisseaux sanguins, parmi lesquels on retrouve l'angiopoïétine, le FGF, le VEGF, qui 

demeure l'élément clé et indispensable et le PDGF qui est essentiel à la maturation 

vasculaire. L'angiogenèse est régulée par un équilibre fin et complexe entre ces divers 

facteurs pro et antiangiogéniques. 

J.3.1 L'angiopoïétille 

Récemment, deux membres de la famille des angiopoïétines ont été découverts et ont 

démontré une activité régulatrice importante de l'angiogenèse (Davis el al., 1996; 

Maisonpierre el al., 1997).11 s'agit de l'angiopoïtéine J (Angl) et 2 (Ang2) qui présentent un 

degré d'homologie de 609c et ont le même récepteur, soit le Tie-2 (ryrosine kinase wilh 

il1lmlll1og/o/)ulin and epiderma/ growlh foC/or homology domail1s 2) (Bach, Uddin et Burke, 

2007) 

En bref. l'angiopoïétine-I augmente la vascularisation et diminue la perméabilité 

vasculaire. Elle exerce également des effets spécifiques sur les cellules endothéliales, c'est-à­

clire qu'elle favorise leur différenciation, qu'elle est capable d'induire une réponse 

chimiotuctique et qu'elle constitue un facteur de survie antiapoptotique. L'Angl maintient 

J'intégrité et la quiescence de l'endothélium (Vandenbunder, 2000). 

L'angiopoïétine-2, quanl à elle. est un antagoniste naturel de l'angiopoïétine- J qUI 

empêche l'activation de Tie-2 induite par Ang J. Or, l'angiopoïétine-2 peut potentialiser le 

VEGF pour induire l'angiogenèse, mais il n'esl pas capable à lui seul d'induire une 

anglügenèse. Par contre, en l'absence de VEGF. l'inhibition de l'activité de \' Ang 1 par 

l'Ang2 conduit ~l un détachement des celJules endothéliales de la matrice et des cellules 
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périvasculaires, à leur mort et à la régression des vaisseaux. Il a été démontré récemment que 

l'Ang2 était exprimée au niveau du front d'invasion des néovaisseaux dans certaines tumeurs 

(Ergun el al., 2006; Plank, Sleeman et Jones, 2004). 

1.3.2 Le FCF 

Cette famille de facteurs de croissance comprend au moins neuf polypeptides, dont les 

facteurs de croissance acide (aFGF) et basique (bFGF) des fibroblastes qui sont les membres 

les mieux caractérisés. L'aFGF et bFGF sont reconnus pour leur capacité à induire 

J'angiogenèse et ce, dans tous les types d'essai in vivo et c'est d'ailleurs pourquoi ils sont 

fréquemment utilisés à titre de témoin positif dans ces essais Ces deux polypeptides ne 

possèdent pas la séquence signal nécessaire à la sécrétion extracellulaire. Cependant, in vivo, 

le relargage de l'aFGF ou du bFGF peut avoir lieu à partir de cellules nécrotiques ou lors de 

la dégradation de la matrice extracellulaire, comme c'est le cas durant le processus 

d'angiogenèse tumorale (Ornitz et ltoh, 2001). En effet, puisque le FGf possède la capacité 

de se lier à J'héparine, grâce à un domaine spécifique, il est «entreposé» dans la matrice 

extracellulaire, puis relilché durant le processus d'angiogenèse par les protéases solubles qui 

dégradent la matrice. 

À ce jour, cinq récepteurs de haute affinité ont été identifiés et chacun d'entre eux peut 

fixer différents FGF. De plus. les membres de la famille des FGFs peuvent se fixer, eux aussi, 

à plusieurs récepteurs. Cette fixation du FGF à son récepteur stimule une activité tyrosine 

kinase qui mène à la phosphorylation des phospholipases C et il l'expression des gènes qui 

modulent le cycle cellulaire (Groth et Lardelli, 2002). 

Le bFGF est un polypeptide qui existe sous quatre isoformes différentes produites à partir 

d'un seul gène. L'isoforme de 18 kDa possède une activité biologique pouvant induire 

J'angiogenèse in l'Ïl'O et elle est produ ite par de nombreuses ce Il ules normales, notamment les 

cellules endothéliales et périvasculaires. et tumorales. En effet. le bFGF est reconnu pour sa 

capacité à induire la prolifération des cellules endothéliales et leur migration. De plus, il a été 

démontré qu'il possède un effet synergique avec le VEGF dans l'induction de la 
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différenciation endothéliale et dans l'induction de l'angiogenèse in vivo (Cross et Claesson­

Welsh,2001). 

1.3.3 Le VEGF 

Parmi les régulateurs les plus importants de l'angiogenèse figure le VEGF. À l'origine, il 

a été défini comme un facteur de perméabilité vasculaire (VPF) exerçant une action 50000 

fois plus puissante que celle de l'histamine (Byrne. Bouchier-Hayes et Harmey, 2005). 

Le VEGF appartient à une famille composée de 6 membres: VEGF-A, -B, oC, -D, -E et 

le PIGF (facteur de croissance placentaire). Les VEGFs lient trois types de récepteurs à 

domaine tyrosine kinase: les VEGFR J (Fit 1), VEGFR2 (Flk 1) aussi appelé KDR (kinase 

inserr domain-conlaining receplor) et VEGFR3 (FI13) (Shibuya et Claesson-Welsh, 2006). 

Parmi ceux-ci le VEGF-A lie spécifiquement le VEGFR-I et le VEGFR-2. Le VEGF-A est la 

forme principale qui régule l'angiogenèse tandis que VEGF-C et son récepteur, le VEGFR-3, 

induisent la Iymphangiogenèse. La structure du VEGF comporte LIn peptide signal qui lui 

permet d'être sécrété. Ainsi, toutes les protéines de I<J f<Jmille du VEGF sont sécrétées sous la 

forme de glycoprotéines dimériques d'<Jpproximativement 40 kDa (Hoeben el al., 2004). 

L'appellation VEGF est courammenl utilisée pOLIr désigner précisément le VEGF-A et on 

référera, pour la suite du texte, au VEGF-A en employant celle appelléltion. Le VEGF est un 

peptide homodimérique de 46 kDa liant l'héparine, qui peut se présenter sous six isoformes 

(121. J45, J65, 183. 189,206) générées par un épissage <Jlternatif ~l partir d'un gène unique 

organisé en 8 exons et 7 introns (Carmeliet, 2005). Les propriétés décrites pour le VEGF 

correspondent habituellement à celles du VEGF'l>" Tout comme le FGF. celui-ci peut se lier 

à l'héparine, ce qui implique que malgré qu'il soit sécrélé. une cerlaine quanlilé demeurera 

<Jttachée à la m<Jlnce extracellul<Jire et sera relâchée par les protéases solubles. 

L'expression du VEGF peut être induite par de nombreux facteurs, mais le stimulus le 

plus puissant demeure l'hypoxie, qui induit également l'expression de ses récepteurs. Par 

exemple, les cellules endothéliales de vaisseaux tumoraux peuvent exprimer les récepteurs du 
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VEGF, alors que les cellules endothéliales des tissus normaux ne l'expriment pas. Le VEGF 

est angiogénique in vitro et in vivo. 11 peut induire la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales et périvasculaires ainsi que la formation de tubes capillaires (Byrne, Bouchier­

Hayes et HaI'mey, 2005). De plus, le VEGF endogène intervient dans la stabilisation et le 

maintien de l' homéostasie des vaisseaux à l'âge adulte (Couffinhal el al., 2001; Drogat el al., 

2007). 

Les deux récepteurs spécifiques au VEGF sont le VEGFR-I (FIt-I) et le VEGFR-2 (Flk­

I/KDR), qui sont des récepteurs à activité tyrosines kinases qui s'autophosphorylent 

lorsqu'ils lient leurs ligands (OJsson el 01., 2006). Ils sont exprimés essentiellement sur les 

cellules endothéliales. Le VEGFR-2 est le récepteur indispensable pour l'angiogenèse et la 

perméabilité vasculaire (Ferrara, 2005). De plus. tel que mentionné précédemment, 

l'association entre le VEGF et le bFGF résulte en une synergie qui a pour effet de 

potentialiser l'effet de chacun des facteurs de croissance à induire l'angiogenèse (Alison, 

2005). 

Bien que le VEGF soit un acteur clé dans l'initiéltion du processus de l'angiogenèse, 

celui-ci joue également d'autres rôles tous élUssi cruciaux. Pur exemple. il a été démontré que 

le VEGF est un facteur de survie cellulaire pour les cellules endothéliales (Li. ZhJng et ZhJo, 

2007). Ce dernier est sécrété pJr les cellules périvascubires pour stabiliser les vaisseaux et 

protéger les cellules endothéliales de l'Jpoptose. Une diminution de la sécrétion de VEGF 

peut entraîner la régression vascu laire (Reinmuth el (fI., 2001). 

1.3.4 Les MMPs 

L'angiogenèse tumorale est un processus qui nécessite la migration et l'invJsion des 

cellules endothéliales et périvascuJaires. De prime abord. cela nécessite une dégradéltion de la 

membrane basale et de la mJtrice extracelluJaire pour permettre aux cellules de se déplacer. 

Pour parvenir à dégrader et remodeler l'environnement tumoral, de nombreuses enzymes sont 

nécessaires dont les activateurs du plasminogène et les MMPs (Garbisu el al., 2001). 
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Il existe plusieurs sous-familles de MMPs fonnées en fonction de leur structure primaire 

et de leur spécificité, mais l'ensemble des MMPs constitue une famille d'enzymes ayant les 

caractéristiques suivantes: une structure homologue, la présence d'un ion zinc impliqué dans 

leur mécanisme catalytique, une synthèse et une sécrétion sous forme inactive (proMMP ou 

zymogène), une activation dans le milieu extracellulaire et la capacité à dégrader les 

composants de la matrice extracellulaire in vivo (Snoek-van Beurden et Von den Hoff, 2005). 

Actuellement, plus de 25 MMPs ont été identifiées chez les vertébrés. dont 23 chez l'humain 

(Visse et Nagase, 2003). Collectivement, les MMPs sont capables de dégrader toutes les 

composantes de la matrice extracellulaire (Vayalil et Katiyar, 2004). Les MMPs sont 

soumises à de nombreux processus de régulation, et leur activité est régulée par des 

inhibiteurs spécifiques: les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMPs). L'activité 

des MMPs dans l'espace extracellulaire dépend donc de l'équilibre entre leur inhibition et 

leur activation (Noel, ]ost et Maquoi, 2007). 

Toutes les MMPs sont constituées de plusieurs domaines homologues: un pré-domaine, 

nécessaire à leur acheminement intracellule jusqu'à la surface cellulaire, un prodomaine 

(propeptide), qui confère une latence à l'enzyme en occupant son site actif, ce qui rend le site 

catalytique inaccessible au substrat, un domaine hémopexine, un domaine catalytique, une 

petite région charnière qui permet de relier le domaine catalytique au domaine hémopexine. 

Finalement, les MMPs possèdent aussi des domaines pé1l1iculiers. partagés parmi certaines 

d'entre elles seulement. Ces domaines structuraux additionnels, ou encore la spécificité 

envers les substrats. ont mené à la séparation des MMPs en diverses sous-classes. 

Les gélatinases A (MMP-2) et B (MMP-9) forment la quatrième sous-classe de MMPs. 

Leur activité protéolytique est dirigée contre le collagène interstitiel dénaturé (gélatine) et les 

collagènes de lype J à V ainsi que de type VII et X que r on retrouve dans la membrane 

basale (Snoek-van Beurden et Von den Hoff, 2005). Les deux membres de la fami Ile des 

gélatinases jouent un rôle prépondérant dans la migration des cellules endothéliales et 

périvasculaires lors de la cascade angiogénique. Elles peuvent aussi réguler la 

biodisponibilité de certains facteurs angiogéniques attachés à la matrice extracelllllaire. tels le 

bFGF. le VEGF et le PDGF. En effet, il est reconnu que ces protéines liées à la matrice 
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constituent un réservoir potentiel de facteurs de croIssance qui permettent d'accroître 

rapidement la biodisponilité de facteurs proangiogéniques sans avoir à en augmenter 

J'expression génique. Les gélatinases peuvent ainsi avoir des conséquences très importantes 

sur le développement du cancer (Vayalil et Katiyar, 2004). 

1.4 LE FACTEUR DE CROISSANCE DÉRIVI~ DES PLAQUETTES 

1.4.1 Historique de sa découverte 

La découverte du PDGF n'a pas été fortuite. En effet, au début des années 70, Samuel 

Balk (1971) avait constaté que bien qu'il soit possible de faire croître des cellules en culture 

en présence de milieu contenant du sérum, il ne J'était pas si l'on n'employait que du plasma. 

Il en déduit donc que les facteurs de croissance nécessaires à la culture cellulaire étaient 

produits par les plaquettes. Plusieurs <lutres études ont, par la suite, montré que le facteur 

nécessaire à la croissance de plusieurs types cellulaires, notamment les fibroblastes et les 

cellules musculaires, était dérivé des plaquettes. Conséquemment, ce facteur de croiss3nce fut 

nommé facteur de croissance dérivé des pl<tquettes (Betsholtz. 2003). Le PDGr était alors 

l'un des premiers facteurs de croissance à être caractérisé, et il a clonc ensuite servi de modèle 

d'étude pour plusieurs autres facteurs. 

1.4.2 Structure et.fonction 

Le PDGF et son récepteur ont été découverts et isolés il Y a 30 ans et, bien que de 

nouveaux membres continuent d'être identifiés, la famille des PDGFs compte à ce jour cinq 

membres connus. Les PDGFs appartiennent à une famille structurale beaucoup plus grande, 

soit la f8miIJe des facteurs de croissance v8sculaires endothéliaux, dont fait également partie 

le VEGF (Mariani el al., 2002). 

Les PDGFs sont formés à panir de quatre chaînes polypeptidiques qui contiennent des 

ponts disulfure intrachaînes : les chaînes PDGr -A. -8, -C et -D. Ces chaînes sont codées par 
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quatre gènes différents situés sur quatre chromosomes distincts. Les gènes codant pour les 

chaînes PDGF-A et -B sont situés sur les chromosomes 7 et 22, alors que ceux codant pour 

les chaînes PDGF-C et -D sont situés sur les chromosomes 4 et Il, respectivement 

(Fredriksson, Li et Eriksson, 2004). On réfère aux chaînes PDGF-A et -B en llmt que chaînes 

« classiques» puisqu'elles ont été découvertes les premières, alors que les chaînes PDGF-C 

et -D ne l'ont été que récemment et sont, par conséquent, moins caractérisées. 

Bien que la plupart des types cellulaires exprimant le PDGF présentent à la fois des 

chaînes PDGF-A et PDGF-B, leur expression est indépendamment régulée tant au niveau 

traductionnel que post-traductionnel (Fredriksson, Li et Eriksson, 2004). Les chaînes PDGF­

A et -B sont synthétisées sous forme de précurseurs polypeptidiques de 196 ou 2 JI acides 

aminés, pour la chaîne PDGF-A, et de 241 acides aminés pour la chaîne PDGF-B, générées 

par un épissage alternati f. Elles subissent ensuite une transformat ion protéol yt ique, à leur 

extrémité N-terminale pour la chaîne PDGF-A, et aux extrémités C- et N- terminales pour la 

chaîne PDGF-B. Les chaînes PDGF-C et -D ont une longueur respective de 345 et 370 acides 

aminés et elles présentent un domaine supplémentaire ù leur extrémité N-tenninale. La 

protéolyse de ce domaine n'est pas nécessaire il Jeur sécrétion. mais elle demeure essentielle à 

leur association aux récepteurs (Mariani et al, 2002). Les quatre chaînes possèdent toutes un 

domaine commun hautement conservé à travers l'évolution, appelé domaine « facteur de 

croissance », de 100 acides ami nés, que ]'on retrouve même chez les drosophi les et les 

serpents (Fredriksson, Li et Eriksson, 2004). Ce domaine est également présent chez le 

VEGF. Finalement, les séquences d'acides aminés situées dans les pOl1ions N- et C­

terminales des différentes chaînes sont impliquées clans la régulation de leurs propriétés 

biologiques et dans leur capacité à se lier il la MEC. Comme c'était le cas pour le FGF et le 

VEGF, la biodisponibilité in l'ivo du PDGF peut donc également être régulée par la présence 

des protéases solubles qui libèrent le PDGF attaché il la MEC (Armulik, Abramsson el 

Betsholtz,2005). 

Ces chaînes sonl assemblées entre elles, à l'aide de ponts disulfures. de manière il former 

cinq isoformes homo ou hétérodimériques : PDGF-AA, -BB, -Cc' -DD, -AB (voir fig. lA). 

Toutes les isoformes sont produites de manière endogène dans les cellules. 
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Figure 1.4 : Représentation des récepteurs au PDGF et de leurs ligands. 

Le PDGF existe sous forme de dimère formé par différentes combinaisons, c'est-à-dire, AA,
 
BB, AB, CC et DO, qui peuvent se lier aux récepteurs à activité tyrosine kinase, PDGFR-aa,
 
-a~, -~~, avec une affinité et une spécificité différentes. Abréviations: CUB, domain found in
 
complement subcomponents CfriC ls, urchin epidermal growth factor-like protein and bone
 
morphogenetic protein 1.
 
Illustration modifiée tirée de : Mariani et al., 2002.
 

1.4.3 Les récepteurs du PDGF 

Il existe 3 récepteurs spécifiques au PDGF, soit: le PDGFR-aa, le PDGFR-~~ et le 

PDGFR-a~. Tous les isoformes du PDGF, à l'exception de PDGF-DD, sont capables de lier 

de manière spécifique le PDGFR-aa, alors que seuls les isoformes PDGF-BB et PDGF-DD 
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peuvent se lier au PDGFR-~~. Finalement, tous les isoformes du PDGF, à l'exception du 

PDGF-AA, sont capables de se lier au PDGFR-a~ (voir fig. lA). 

Les trois récepteurs au PDGF sont des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK). On 

réfère normalement au PDGFR-aa en tant que PDG FR-a, celui-ci joue un rôle de premier 

plan dans le développement neuronal, alors que le PDGFR-~~, appelé PDGFR-~, joue un rôle 

primordial dans le recrutement des cellules périvascuJaires (Tallquist, French et Soriano, 

2003). 

L'activité des récepteurs au PDGF est très soigneusement régulée. Leur expression l'est 

également, et ce, tant au niveau transcriptionnel qu'au niveau protéique. Considérant la 

complexité des cascades de signalisation ainsi que les nombreuses connexions entre les 

différentes voies, il est évident que la déréguJation de l'activité ou de l'expression du système 

PDGF/PDGFR peut avoir de graves conséquences sur une multitude de processus 

biologiques. À cet égard, une corrélation a été démontrée entre la suractivité du système 

PDGF/PDGFR et de nombreuses maladies, incluant l'athérosclérose, l'inflammation 

chronique el le cancer (Heldin, 2004). De plus, des étucies ont tenté d'exploiter cet équilibre 

fragile et onl montré qu'une surexpression du PDGF dans une tumeur peut résulter en la 

dissociation des vSMC. soit des cellules musculaires lisses vasculaires, des vaisseaux 

sanguins et en une diminution de leur recrutement à venir stabiliser les vaisseaux (Nissen ef 

al., 2007). 

1.4.4 SOIl rôle 

Le système PDGF/PDGFR est impliqué dans de nombreux processus physiologiques. En 

effet, il est nécessaire à la formation des alvéoles dans les poumons, au développement des 

follicules pileux des cheveux et à la formation des villosités dans les intestins (Pietras ef al.. 

2003). Il n'en demeure pas moins que la régulation et le contrôle de la formation des 

vaisseaux sanguins ainsi que la stabilisation de ces derniers constituent. sans contredit, les 

fonctions les pl us importantes ciu PDGF. 
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En effet, le PDGF est un facteur angiogénique essentiel à la formation de vaisseaux 

sanguins normaux puisqu'il recrute les cellules périvasculaires, soit des cellules musculaires 

lisses vasculaires, nécessaires à la stabilisation (Li et al., 2003). À cet égard, des études 

réalisées à l'aide de sOUlis génétiquement modifiées ont montré que l'inactivation des gènes 

codant pour le PDGF ou pour son récepteur était létale pour l'animal, puisque le réseau 

vasculaire ne pouvait être stabilisé par les cellules péri vasculaires, ce qui donnait lieu à de 

nombreuses hémorragies (Lindahl et al., 1997). Le PDGF-BB et le récepteur PDGFR-~ sont 

impliqués dans le recrutement des cellules périvasculaires aux capillaires. D'ailleurs, ils sont 

exprimés principalement durant le développement vasculaire. Le PDGF-BB est produit par 

les cellules endothéliales, alors que le PDGFR est exprimé par les cellules périvasculaires. 

(Hellstrom et al., 1999). Le PDGF-BB est considéré comme un agent mitogène et 

chimioattractant pour ces cellules. 

Le PDGF joue également un rôle essentiel dans la croissance et la survie cellulaire. Il 

peut aussi induire la prolifération de cellules tumorales par une stimul()tion autocrine (Pietras 

et al., 2003). De plus, il peut stimuler la synthèse du collagène et la production de matrice 

extracellulaire. En plus d'être produit par les plaquettes, le PDGF peut être produit par 

plusieurs types cellulaires, notamment les cellules endothéliales, les fibroblastes et les 

macrophages. 

Les vaisseaux tumoraux sont constamment exposés à une multitude de facteurs de 

croissance. Les interactions complexes entre ces derniers influencent la croissance vasculaire. 

Tout comme pour le VEGF, il a été démontré que le PDGF-BB et le FGF-2 interagissaient de 

manière synergique pour promouvoir l'()ngiogenèse. Le FGF-2 augmente significativement la 

réponse au PDGF-BB à induire l'angiogenèse tumorale alors que le PDGF-BB augmente les 

effets du FGF-2 sur les vSMC. Le PDGF-BB et le FGF-2 sont fréquemment fortement 

exprimé dans les tissus tumoraux (Nissen et al., 2007). 

Ces nombreuses fonctions font du PDGF une cible intéressante dans le traitement du 

cancer (Ostman, 2004; Pietras et al., 2003). D'ailleurs, des inhibiteurs spécifiques de 
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l'activité tyrosine kinase du PDGFR, tel le SU6668, ont montré des propriétés 

antiangiogéniques et antitumorales sur un modèle animal. En effet, il a été démontré que 

l'inhibition de l'activation du PDGFR induit le détachement des cellules périvasculaires 

situées sur les vaisseaux sanguins tumoraux, menant ainsi à la destruction de ce réseau 

vasculaire et, par conséquent, à l'arrêt de la progression el de la croissance de tumeurs de 

stade avancé (Bergers et al., 2003). D'autres études abondent dans le même sens, par 

exemple, une étude réalisée par Roberts et ses collaborateurs (2005) a mis en évidence que 

l'inhibition du PDGFR, par un inhibiteur hautement spécifique, le CP-673/451 , provoque 

l'inhibition de l'angiogenèse et, de ce fait, bloque la croissance tumorale. Cette étude a ainsi 

confirmé que l'action antitumorale de cet inhibiteur spécifique du PDGFR est due à ses 

propriétés ant iangiogéniques. 

1.4.5 Signalisation du PDGFIPDGFR 

Les récepteurs au PDGF appal1iennent tous à la famille des récepteurs à activité tyrosine 

kinase (RTK). La famille des RTK est très diversifiée et comprend plus de 58 glycoprotéines 

transmembranaires qui ont toules un domaine C-tenninal cytoplasmique ayant une activité de 

protéine tyrosine kinase (PTK) (voir fig. J.5 A). Bien que la grande majolité des résidus 

d'acide aminé phosphorylés par les protéines kinases soient des résidus sérine ou thréonine, il 

n'en demeure pas moins que la phosphorylation sur les résidus tyrosine par les PTK soit 

d'une importance capitale dans la régulation d'un grand nombre de processus cellulaires 

essentiels, y compris le processus de recrutement des cellules pélivasculaires par le PDGE 

Les PTK catalysent la phosphorylation de leurs protéines cibles sur des résidus tyrosines 

spécifiques en utilisant J' ATP comme donneur de phosphate (Blume-Jensen et HunIer, 2001). 

Tous les RTK comprennent un domaine extracellulaire contenant un site de fixation au 

ligand et une région transmembranaire hydrophobe qui a pour fonction d'ancrer les 

récepteurs à la membrane. La plupal1 des RTK sont monomériques. et la réaction du domaine 

extracelJulaire avec le ligand induit la dimérisation du récepteur. Les ligands de certains RTK 

élant dimériques, comme le PDGF. ils peuvent dimériser directement les récepteurs 

monomériques, alors que d'autres RTK, comme le récepteur à l'insuline, sont. en absence 
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d'hormone, des dimères unis par des ponts disulfure; ce type de RTK est activé par un 

changement de conformation induit par l'interaction avec le ligand. Quelles que soient les 

modalités de la fixation du ligand ou de la dimérisation du récepteur l'étape suivante est 

commune à tous les RTK et consiste en l'activation du récepteur (Blume-Jensen et Hunter, 

2001). 

A B 

~"D 

FNIII ~ JÎ 

=i Ste 

PI3K 

catalytique 
pl20I~oo RasGAP 

SHP-2 
PLC-ylPDG FR VEGFR FGFR TlE 

Figure 1.5 : Représentations de certains RTK et des tyrosines phosphorylables de la 
portion cytoplasmique du PDGFR. (A) Représentations de certains récepteurs à tyrosine 
kinase impliqués dans l'angiogenèse. Chacun de ces récepteurs contient un domaine 
catalytique à activité tyrosine kinase. Abréviations: AB, région acide (acidic box); EGFD, 
domaine similaire à l'EGF (Facteur de croissance épidermal); FGFR, récepteur au facteur de 
croissance des fibroblastes; FNIII, Fibronectine III; IgD, domaine similaire aux 
immunoglobulines; PDGFR, récepteur au facteur de croissance dérivé des plaquettes, Tie, 
Tyrosine kinase with immunoglobulin and epidermal growth factor homology domains; 
VEGF, récepteur au facteur de croissance de l'endothélium vasculaire. 
(B) Schéma des tyrosines phosphorylables dans la queue cytoplasmique du PDGFR.
 
Abréviation: PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; Y, résidu tyrosine.
 
Illustration modifiée tirée de: (A) Blume-Jensen et Hunter, 2001; (B) Yaffe, 2002.
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Comme pour la plupart des récepteurs à activité tyrosine kinase, la dimérisation des 

PDGFR induit leur autophosphorylation et l'activation subséquente de nombreuses molécules 

intracellulaires impliquées dans différentes cascades de signalisation. Le PDGFR 

s'autophosphoryle sur 14 résidus tyrosines lorsqu'il lie son ligand (voir fig. 1.5 B). Les 

résidus phosphotyrosines interagissent alors avec des protéines adaptatrices, possédant un 

domaine SH2 comme la PI3K, la PLC-y (Phospholipasc Cy), les SFK (kinases de la famille 

de Src), les molécules adaptatrices Grb2 (Protéines associées aux récepteurs du facteur de 

croissance-2) et Sos (son of sevenless), la phosphatase SHP-2 el les molécules de la famille 

de Stat (transducteurs de signal et activateur de la transcription) (voir fig. 1.6). Ces molécules 

sont des petites protéines qui contiennent des domaines SH2, PTB (domaine de liaison aux 

phosphotyrosines) ou SH3, mais qui sont dépourvues d'activité enzymatique intrinsèque ou 

de signalisation (Yaffe, 2002). Ces protéines connectent les RTK activés ù c!'élUtres 

composantes des voies de transduction qui, ultimement, vont activer, directement ou 

indirectement, des kinases situées en aval dans la cascade moléculaire. Ces kinases vont à 

leur tour induire l'activation de certains facleurs de transcription qui vont initier la 

transcri pt ion de gènes impliqués dans l'apoptose, la mot ilité, la prol ifération ou encore la 

survie cellulaire (Mariani el al., 2002). À cet effet, les voies des protéines kinases activatrices 

des voies mitogéniques (MAPK) et de la protéine Akt constituent des voies principales de 

transmission des signaux induits par les facteurs de croissance. 
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Figure 1.6 : Vue d'ensemble sur la signalisation cellulaire induite suite à l'activation du
 
PDGFR par son ligand.
 
Source: GeneAssist™ Pathway Atlas provenant de Applied Biosystems.
 

104.5.1 La voie des protéines kinases activatrices des voies mitogéniques (MAPK) 

La voie des MAP kinases a pour fonction de coordonner la régulation de diverses 

activités cellulaires, telles que la division, la survie, la motilité, le métabolisme et la 

différenciation cellulaire, l'apoptose et ['expression génique. Ces processus biologiques, s'ils 

ne sont pas contrôlés de façon appropriée, peuvent contribuer au développement de 

nombreux types de cancer. Les groupes de MAPK les plus étudiés sont ERK (protéine kinase 

régulatrice des signaux extracellulaire), JNK (c jun aminoterminal kinase) et p38 kinase. Les 
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MAPK sont activées par une grande variété de stimuli différents, mais, de manière générale, 

ERK 1 et ERK2 sont celles qui sont préférentiellement activées en réponse aux facleurs de 

croissance, comme dans le système PDGF/PDGFR. 

Brièvement, après l'activation des récepteurs, il y a recrutement par la phosphatase SHP­

2 des protéines adaptatrices Grb2, Sos et et GAP (protéine activatrice de la GTPase) qui vont 

mener à l'activation de la protéine Ras, qui, ultimement, par l'action du module « Ras-Raf­

MEK 1/2» qui consiste en une cascade des activités de phosphorylation, va conduire à 

l'activation de la protéine ERK. Cette dernière, migre dans le noyau cellulaire, phosphoryle 

alors les facteurs de transcription qui activenl la transcription de l'ensemble des gènes 

responsables de la réplication de j'ADN et de la mise en route du cycle cellulaire, d'où son 

action mitogénique (voir fig. 1.6). 

Or, la protéine ERK est également connue pour son rôle clans la migration cellulaire. En 

effet, de nombreux substrats de la protéine ERK sont impliqués clans ce processus cellulaire. 

Parmi ceux-ci. on retrouve les protéines FAK (kinase d'adhésion focale) et Paxillin. la 

MLCK (kinase de la chaîne légère de la myosine), qui est impliquée clans les complexes 

d'adhésion focale et dans l'organisation cles protrusions membranaires au front de migration, 

et. finalement, les calpaïnes qui sont des enzymes protéolytiques impliquées dans la 

migration. De plus, ERK peul également inhiber la capacité des inlégrines 8 se lier ~\ leurs 

ligands situés dans la matrice extracellulaire. En somme, la coorclination de tous ces 

processus par la protéine ERK fait de cette clernière une protéine « pivOI » dans la régulation 

cie la migration cellulaire (Huang, Jacobson et Schaller. 2004). 

1.4.5.2 La voie de la protéine kinase B (PKBIAkt) 

Les voies de signalisation permettent à la cellule cie réagir aux modifications cie son 

environnement et, en particulier, aux différenls signaux extracellulaires. Ces signaux 

participent notammenl à l'équilibre entre la survie et la mort cellulaire (Alison, 2005). La 

perte cie cet équilibre peut être liée à une anomalie cI'une ou de plusieurs voies cie 
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signalisation. Parmi celles-ci, on retrouve la voie de signalisation de la protéine kinase B 

(PKB), aussi connue sous le nom d'Akt. Cette voie joue un rôle prépondérant dans la 

progression tumorale puisqu'elle possède un large éventail d'effecteurs impliqués dans la 

régulation de plusieurs processus essentiels à la croissance tumorale (Cheng el al., 200Sb). 

En effet, suite à l'activation du PDGFR, il Y a recrutement de la PI3K qui interagit 

directement ou indirectement avec le récepteur via des protéines adaptatrices, comme la 

protéine Ras. L'activation de la PI3K entraîne une activation de la PDKI (protéine kinase 1 

dépendante du 3-phosphoinositide) qui, elle-même, provoque la phosphorylat ion de la 

protéine Akt. Il existe plus de 100 substrats connus pour cette protéine ce qui implique 

qu'elle est responsable de l'activation de différents modulateurs ayant des rôles clans la 

régulation du cycle cellulaire, de la prolifération, de l'apoptose ou de la survie cellulaire, clu 

métabolisme et de l'angiogenèse (Kim el al., 200Sa; Manning el Cantley, 2007). Il a 

d'ailleurs déjà été démontré que certaines tumeurs dépendent de la signalisation induite par 

Akl pour leur survie et leur croissance, et que l'inhibition de cette signalisation peut induire 

l'apoptose el la régression tumorale. Par conséquent, l'inhibition de la signalisation d'Akt 

constitue une cible de choix clans la recherche de médicaments visant à conlrer le cancer 

(Bellacosa el al.. 200S). 

De plus, il est important de noter que la protéine Akt se situe au carrefour de nombreux 

réseaux de signalisation induits par différentes cytokines, différents facteurs de croissance ou 

facteurs angiogéniques, ce qui a pour effet de lui conférer divers autres rôles. Parmi ceux-ci, 

on retrouve un rôle dans la migration cellulaire (Kim el al., 200Sa: Manning et Cantley. 

2007), dans la stimulation de la vasodilation des vaisseaux sanguins (Morbidelli, Donnini et 

Ziche, 2003), dans Je remodelage vasculaire et finalement, un rôle dans l'induction de la 

sécrétion de plusieurs facteurs de croissance par son action sur la transcription des gènes 

codant pour le HIF (Semenza, 2003). 



29 

1.5 LES CELLULES PI~RIVi\SCULAIRES 

Charles Rouget, en 1873, fut le premier à décrire la présence de cellules périvasculaires 

adjacentes aux capillaires; il les nomma alors cellules de Rougets (Hall, 2006). Par la suite, 

en 1923, le terme péricyte (peri, autour de; cyle, cellule) a été introduit dans la littérature par 

Zimmerman (Allt et Lawrenson, 2001). Plus récemment, les termes cellules 

« murales », cellules de « support », cellules musculaires lisses vasculaires (vSMC), cellules 

périvasculaires et péricytes ont tous été employés pour décrire ou définir les cellules qui 

fOl'ment un contact intime avec les cellules endothéliales vasculaires afin de snpporter les 

microvaisseaux (Bergers et Song, 2005). 

1.5.1 Identité et ident~fïcation des cellules périvasculaires 

Les cellules périvasculaires sont dérivées de cellules précurseures mésenchymateuses 

possédant les marqueurs cellulaires Flk-I+ et VEGFR-2+ et ayant la capacité de se 

différencier en vSMC s'il ya présence dans l'environnement cellulaire de PDGF (Hall, 2006; 

Yamashita el of., 2000). 

JUSqU'~1 présent. plusieurs marqueurs moléculaires permettant d'identifier les cellules 

périvasculaires ont été décrits, mais aucun d'entre eux ne permet une identification positive 

sans aucune ambiguïté (Gerhardt et Betsholtz, 2003). On retrouve parmi ceux-ci l'a-SMA (a­

actine musculaire lisse), qui constitue l'une des six isoformes des protéines d'actines 

normalement exprimées dans les cellules de lignée musculaire lisse, la desmine, un filament 

intermédiaire de classe III spécifique aux cellules musculaires, le PDGFR-~, 

l'aminopeptidase A el N et le régulateur de la signalisalion par la protéine-G 5 (RGSS). II est 

à noter que l'expression de ces différents marqueurs est dynamique. P(lr conséqnent, elle peut 

vmier dans le temps selon le stade de développement ninsi qu'entre les différents organes et 

tissus, rendant l'utilisation de ces marqueurs d'autant plus difficile. La méthode la plus fiable 

d'identification demeure donc la microscopie électronique (voir fig. 1.7), qui ne peut 

ccpcndant pas êtrc employéc lors du processus d'angiogenèse puisque la membrane basale 

n'est pas totalement développée (Gerhardt et Betsholtz, 2003: Shepro et Morel, 1993). 
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Figure 1.7: Représentation schématique et par microscopie électronique à balayage 
(MEB) des cellules périvasculaires. (A) Les vaisseaux sanguins sont composés de cellules 
endothéliales qui constituent la paroi interne appelée intima; cette paroi est recouverte d'une 
membrane basale et de cellules périvasculaires qui émettent de longs prolongements 
cytoplasmiques pour entourer la structure vasculaire. (B) Sur cette image, la flèche blanche 
met en évidence la région nucléaire des cellules péri vasculaires, alors que la flèche noire 
pointe leurs prolongements cytoplasmiques. 
Illustration modifiée tirée de : (A) Bergers et Song, 2005; (B) Shepro et Morel, 1993. 

1.5.2 Fonctions des cellules périvasculaires dans le développement vasculaire 

Contrairement à ce que l'on croyait, les cellules périvasculaires n'ont pas pour seule 

fonction de maintenir la stabilité structurelle des vaisseaux. Elles inhibent également la 

prolifération des cellules endothéliales et maintiennent le diamètre des capillaires. De plus, 

grâce à leur activité contractile, elles sont capables de moduler le tonus microvasculaire et 

elles régulent ainsi le débit de la circulation sanguine (Hall, 2006). Les cellules 

périvasculaires ont également la capacité de communiquer directement, par la voie paracrine, 

avec les cellules endothéliales qui forment le vaisseau. Comme ces dernières, elles 

synthétisent des constituants de la membrane basale et elles participent à la régulation du 

tonus vasculaire en produisant des prostacyclines qui ont une fonction vasodilatatrice. Dans 

un même ordre d'idée, elles interviennent dans le contrôle de l'hémostase en sécrétant la 
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trombospondine, soit une molécule d'adhésion des plaquettes il J'endothélium, 

particulièrement utile lors du processus de cicatrisation. Il a été démontré également, in vitro, 

que les cellules périvasculaires réduisent la croissance des cellules endothéliales, contrôlent 

leur prolifération et les protègent contre le stress oxydatif. Finalement, des études ont 

démontré que J<J densité de cellules périvasculaires présentes était nég<Jtivement corrélée avec 

le temps de réplication des cellules endothéliales, ce qui appuie le fait qu'elles ont une action 

de stabilisation sur les cellules endothéliales (Alison, 2005). 

1.5.3 Interactions des cellules périvasculaires avec les cellules endothéliales 

Les cellules périvasculaires sont 10c<Jlisées à l'intérieur de la membrane basale. Elles 

contribuent d'ailleurs, tout comme les cellules endothéliales, il la formation de celle dernière. 

Elles y sont donc liltéralement enfouies, mais elles émeltent toutefois des prolongements 

cytoplasmiques permettant des contacts directs avec plusieurs cellules endothéliales par des 

jonctions lacunaires (gap june/ion), des plaques d'adhésion ou par la sécrétion de facteurs 

solubles (voir fig. 1.8). Les jonctions lacunaires permeltent une connexion directe entre le 

cytoplasme des cellules périvasculaires et endothéliales ce qui leur procure la possibilité 

d'échanger des ions ainsi que des molécules de faible poids moléculaire. Les cellules 

périvasculaires occupent ainsi un rôle prépondérant dans la régulation du métabolisme des 

cellules endothéliales (Armulik, Abr<Jmsson et Betshohz, 2005). 

Cette rel<:ltion entre ces deux types cellulaires en est une d'interdépendance au sens où 

chaque type procure il l'autre des facteurs de croissance et un contact qui promeut la 

prolifération, la stabilité et la survie cellulaire. Il s'agit donc d'une <Jssoci<Jtion durable dont 

les avantages sont réciproques (von Tell, Armulik et Betsholtz, 2006). Sans ces interactions 

cellulaires, le néovaisseau demeurerait un vaisseau immature et fragile. 
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Figure 1.8 : Interactions entre les cellules endothéliales et les cellules périvasculaires.
 
Les cellules périvasculaires communiquent avec les cellules endothéliales directement à
 
\'aide de jonction de type PSJ (<< peg-and-soeket »junetion). Ce type de jonction consiste en
 
une invagination de la membrane riche en jonctions lacunaires et jonctions serrées.
 
L'adhésion, la reconnaissance et la signalisation entre les cellules endothéliales et
 
périvasculaires sont maintenues grâce à des plaques d'adhésion et des complexes de jonctions
 
endothéliales.
 
Illustration modifiée tirée de : Armulik, Abramsson et Betsholtz, 2005.
 

1.5.4 Recrutement des cellules périvaseulaires par le PDGF-BB 

Normalement, durant le processus anglOgénique, les cellules endothéliales du 

néovaisseau vont sécréter du PDGF dans le but d'attirer des cellules périvasculaires (voir fig. 

1.3). Le PDGF va diffuser dans le milieu environnant, mais des séquences d'acides aminés 

situées dans les portions N- et C-terminales du PDGF lui confèrent la capacité de se lier à la 

MEC. Cette rétention à la MEC va permettre de limiter l'influence du PDGF, tout en 

générant un gradient de PDGF qui va guider la migration des cellules périvasculaires vers le 

vaisseau et assurer une bonne adhésion. Ce phénomène a également été observé pour 

l'orientation des cellules endothéliales par le VEGF (Ruhrberg et al., 2002). 
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1.5.5 Importance de la stabilisation par les cellules périvasculaires 

Les cellules périvasculaires sont essentielles à la maturation vasculaire. Elles participent 

d'ailleurs au contrôle hémostatique et protègent la structure endothéliale de la rupture ou de 

la régression. Durant la phase de stabilisation des vaisseaux naissants, à laquelle certains 

auteurs référent en tant que « myogenèse vasculaire », les cellules périvasculaires inhibent la 

prolifération et la migration endothéliales tout en stimulant la production de matrice 

extracellulaire (Couffinhal el al., 2001). Bien que Je PDGF-BB soit le facteur responsable de 

leur recrutement, les MMPs leur permettent de se déplacer vers le néovaisseau et d'autres 

acteurs jouent également des rôles majeurs dans la maturation des néovaisseaux. Parmi ces 

derniers on retrouve l'angiopoïétine et le TGF (Kurz. 2000). 

Plusieurs études affirment que, dû à une surexpression des signaux angiogéniques, les 

vaisseaux sanguins tumoraux ne sont pas normaux. Ils présenteraient une forte pression 

interstitielle qui contribuerait à les rendre hyperperméables, dilatés et tortueux (Jain, 2003). 

Ces études prétendent que, manifestement, dans un contexte d'angiogenèse tumorale. les 

cellules périvasculaires sont incapables de stabiliser les néovaisseaux. Or, plusieurs études 

ont démontré que les inhibiteurs spécifiques du VEGFIVEGFR-2 ne parvenaient pas à 

affecter complètement les vaisseaux tumoraux (Bergers el al.. 2003). À cet effet, Erber et ses 

collaborateurs (2004), ont démontré que l'inhibition spécifique du VEGFR-2 n'était pas 

suffisante pour induire la régression vasculaire, et ce, parce que les vaisseaux étaient 

stabilisés par les cellules périvasculaires (voir fig. 1.10) Ils ont alors mis en évidence que 

dans certaines tumeurs le recouvrement par ces cellules peut atteindre jusqu'à 80 c!c de la 

surface vasculaire. Ainsi, l'action des inhibiteurs du VEGFNEGFR-2 serait limitée à une 

petite fraction de vaisseaux encore immatures et susceptibles à ce type de thérapie. Ces 

résultats ont pour effet d'attirer l'intérêt de la communauté scientifique vers l'importance des 

cellules péri vasculaires, alors que les cellules endothéliales avaient été, jusqu'alors, le centre 

d'intérêt. Enfin, Erber et son équipe (2004) ont ensuite prouvé que l'utilisation d'une 

combinaison d'inhibiteurs spécifiques était plus efficace, puisque de cette façon même les 

vaisseaux matures et stabilisés par les cellules périvasculaires étaient déstabilisés. 
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En somme, cela a permis de mettre J'emphase sur la stabilisation des vaisseaux sanguins 

par les cellules périvasculaires, dont l'importance avait été, jusqu'à récemment, considérée 

comme négligeable dans les thérapies antiangiogéniques. 

1.6 LA PRÉVENTION DU CANCER PAR L'ALIMENTATION 

On estime que la nature du régime alimentaire des individus est responsable de plus du 

tiers des nouveaux cas de cancer. Ces statistiques suggèrent que la modification d'habitudes 

alimentaires pourrait réduire l'incidence de cette maladie. En effet, de nombreuses études 

épidémiologiques ont montré qu'une alimentation riche en produits végétJUX (fruits et 

légumes) réduit considérahlement les risques de développer le cancer (Block, Patterson et 

Su bar, 1992; Glade, 1999; Gonzalez et Riboli, 2006; Graf, Milbury et Blumberg, 2005; Key 

el al., 2002). Ainsi, en plus d'être une excellente source de vitamines et de minéraux, les 

fruits et légumes constituent également une anne efficace dans l'optique de la prévention du 

cancer par l'alimentation. 

Un changement dans les habitudes alimentaires favorisant un apport quotidien d'aliments 

d'origine végétale riches en composés anticancéreux et antiangiogéniques représente donc 

une stratégie prometteuse (Béliveau et Gingras. 2007). La prévention pm l'alimentation 

permet à tous d'agir au quotidien, de façon très peu coûteuse. en employant des molécules 

anticancéreuses présentes dans les aliments et qui possèdent une action à la source contre Je 

C,lIlcer, soit avant que celui-ci ne parvienne à maturité et menace tout l'organisme (Béliveau 

et Gingras, 2005). 

1.6.1 L'angiogenèse tumorale comme cible 

Il est désormais bien établi que le développement d'une vascularisation intra et 

péritumorale par le processus d'angiogenèse est un événement important et indispensable à la 

croissance d'une tumeur et à sa dissémination métastatique par la voie sanguine. Ceci a pour 

conséquence que l'angiogenèse est maintenant devenue une cible de choix pour lutter contre 
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le cancer. En effet, en entravant la formation de nouveaux vaisseaux, on « affame» la tumeur 

et on empêche les cellules tumorales d'emprunter le réseau sanguin pour aller fonder des 

foyers métastatiques dans d'autres organes. Qui plus est, celle stratégie peut également viser 

la destruction des vaisseaux tumoraux déjà en place. 

Une telle stratégie signifie la restriction de la croissance tumorale ~l des microtumeurs 

d'au plus 2 mm'. Ainsi, celle stratégie permet d'empêcher la dispersion tumorale dans 

l'organisme, car une tumeur qui réussit à se vasculariser peut ensuite facilement continuer de 

croître au-delà de 2 mm' et envahir les tissus de son hôte par un processus métastatique. 

Les stratégies antiangiogéniques ne visent pas à détruire les tumeurs. mais bien à inhiber 

la vascularisation de ces dernières (Medina, Munoz-Chapuli et Quesad,\. 2007). Parmi les 

stratégies antiangiogéniques conventionnelles, on distingue trois types d'approches. 

Premièrement, l'inhibition des facteurs angiogéniques el de leurs récepteurs ainsi que des 

voies de signalisation qui en dépendent. Deuxièmement, l'inhibition des cellules endothéliales 

activées et troisièmement, l'inhibition des molécules d'adhérence cellulaire et du remodelage 

de la matrice extracellulaire (Gast] el al., 1997). En bref, les agents antiangiogéniques 

cherchent à déstabiliser une des étapes du processus au lieu de s'attaquer directement aux 

cellules tumorales, ce qui confère plusieurs avant<lges à cetle stratégie (Folkman el Shing, 

J992). 

D'abord, contrairement à l'instabilité génétique des cellules tumorales propice à 

l'acquisition d'une résistance aux traitements cytotoxiques, les cellules endothéliales sont 

génétiquement beaucoup plus stables et, pour leur immense majorité, dans un état quiescent 

(Alison, 2005). L'acquisition cl'une résistance est clonc un phénomène qui, statistiquement, a 

moins de chance de se produire (Scappaticci. 2003). 

Deux ièmement, les traitements antiangiogéniques offrent également l'avantage d'une 

moindre toxicité que celle observée avec la chimiothérapie (Schenone. Bondavalli et Botta. 

2007). JI ne faut pas oublier que l'angiogenèse physiologique est un phénomène peu fréquent 

chez l'adulte. ce qui minimise les risques d'effets secondaires habituellement rencontrés lors 
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des traitements conventionnels. Ainsi, il devient donc possible d'administrer des traitements 

sur de plus longues périodes. 

Ensuite, les cellules endothéliales ou périvasculaires qui forment les vaisseaux sanguins 

sont beaucoup plus accessibles que les cellules tumorales lorsqu'il est question d'administrer 

un traitement, et ce, à cause de leur contact beaucoup plus intime avec la circulation sanguine 

(Alison, 2005). De plus, les cellules endothéliales qui répondent aux stimuli angiogéniques 

pour former la néovascularisation sont des cellules saines diploïdes qui sont similaires d'un 

individu à un autre (Tosetti el al., 2002). Finalement, un autre argument qui plaide en faveur 

des stratégies antiangiogéniques est que la destruction d'un seul vaisseau sanguin peut mener 

à une amplification de la destruction tumorale, car il est estimé que dix couches de cellules 

tumorales dépendent de l'approvisionnement d'un seul vaisseau (Alison, 2005). 

Les recherches épidémiologiques sonl parvenues à mettre en évidence qu'un grand 

nombre d'aliments faisant partie du quotidien alimentaire de plusieurs cultures constituaient 

des sources exceptionnelles de molécu les possédant la capacité d'interférer avec certains 

processus à l'œuvre dans le développement des cancers, comme l'angiogenèse. el ce. d'une 

façon analogue au mode d'action de plusieurs médicaments utilisés aujourd'hui (Béliveau et 

Gingras, 2006). En ce sens, des études récentes publiées dans la littérature, dont certaines ont 

été effectuées à notre laboratoire, ont démontré que les catéchines (f1avan-3-ol) du thé vel1 

possédaient une activité anticancéreuse directement liée à l'inhibition des mécanismes 

moléculaires impliqués dans J'angiogenèse (Demeule el 01, 2002). En effet, elles peuvent 

affecter la dégradation de la matrice extracellulaire par les MMPs en inhibant la sécrétion de 

la proMMP-2 (Annabi el al, 2002). De plus, les catéchines peuvent également avoir des 

effets d'inhibition de la phosphorylation du VEGFR (Lamy, Gingras et Béliveau, 2002). 11 a 

également été démontré que l'acide éllagique présent dans les fruits et les noix ou encore les 

anthocyanidines, comme la delphinidine, possèdent des effets antiangiogéniques (Labrecque 

el al., 2005: Lamy el al., 2006). 

Plusieurs études rapportent que les tlavones el les tlavonols peuvent influencer plusieurs 

fonctions biologiques comme la synthèse de protéines, la prolifération et la différenciation 
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cellulaire ce qui leur confère un avantage pour lutter contre J'angiogenèse tumorale. 

Cependant, aucune de ces études n'a encore tenté d'évaluer la capacité de ces composés à 

inhiber la stabilisation des néovaisseaux lors du processus angiogénique. D'où notre grand 

intérêt à étudier plus en profondeur ces types de composés. 

1.7 LES FLAVONOÏDES 

J.7.1 Vil aperçu 

Les fJavonoldes ont longtemps été perçus comme un pigment qui donnait de la couleur 

aux plantes. La première observation en ce qui concerne leur activité biologique a été publiée 

par Rusznyàk et Szent-Gybrgyi (J936) qui avaient d'abord cru qu'il s'agissait d'une 

vitamine, qu'ils nommèrent la vitamine P. Le terme a ensuite été abandonné puisque les 

flavonoïdes ne rencontraient aucune des caractéristiques associées à la définition d'une 

vitamine. 

Par contre, à partir de ce moment, les fJavonoïdes ont continué de captiver les 

scientifiques de plusieurs disciplines, et ce, à cause, entre autres, de Jeur diversité structurelle, 

biologique et écologique, mais SL1I10ut à cause de leurs bienfaits sur la santé (Williams et 

Grayer,2004). 

J.7.2 Structure et sous-classes 

Les fJavonoïdes font partie de la vaste classe des composés polyphénoliques que l'on 

retrouve de manière ubiquitaire chez les plantes (Hollman et Katan, 1999). Les composés 

polyphénoliques ont, eux aussi, suscité l'intérêt scientifique depuis plusieurs décennies. 

D'abord à cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs rôles dans la 

pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des 

plantes (Manach el al., 2004). Ils ont également pour fonction de protéger ces dernières 

contre les pathogènes d'origine virale ou bactérienne. les prédateurs comme les insectes, et 
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les maladies (Bravo, 1998). Plus particulièrement, les tlavonoïdes sont impliqués, chez les 

plantes, dans le transport d'électrons lors de la photosynthèse et ils jouent un rôle de 

protection contre les effets néfastes des rayons ultraviolets en agissant comme antioxydant 

(Havsteen, 2002). 

Les polyphénols sont divisés en JO grandes classes si on se base sur leur structure 

chimique. Parmi celles-ci, la classe des flavonoïdes est la plus abondante et elle représente 

60 % des composés polyphénoliques (Ramos, 2007). 

On estime aujourd' hui à plus de 9000 le nombre de f1avonoïdes répertoriés et il en reste, 

sans aucun doute, des milliers d'autres à découvrir puisque le squelette des f1avonoïdes (voir 

fig. 1.9) comporte 10 atomes de carbone qui peuvent être substitués par différents 

groupements comme des groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et isoprényl 

(Beecher, 2003: Williams et Grayer, 2004). 

Figure 1.9 : Structure de base des flavonoïdes 

Tous les f1avonoïdes répeJ10riés partagent la même structure de base soit: un squelette de 
carbone organisé en diphénylpropanes (C6-C3-C6), c'est-à-dire deux benzènes reliés par une 
chaîne linéaire de c<lrbone et un atome d'oxygène qui forme un hétérocycle. Le cycle A 
provient habituellement d'une molécule de résorcinol ou phloroglucinole synthétisée par la 
voie métabolique de l'acétate el possède une hydroxyl<ltion caracléristique en position 5 ou 7. 
L'anneau B quant à lui provient de la voie des shikimates et il esl normalement hydroxylé en 
position 4', 3'4' ou encore 3'4'5' (Croft, 1998). 
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De plus, selon les variations que J'on retrouve dans l'hétérocycle C (soit le degré 

d'oxydation, de saturation et d'hydroxylation) ainsi que selon la position de la connexion 

entre le cycle B et C, la classe des flavonoides peut être subdivisée, à son tour, en 6 sous­

classes soit: les flavonols, les fJavones, les fJavanones, les flavan-3-0Is (ou catéchines), les 

isoflavones et les anthocyanidines (Birt, Hendrich et Wang, 2001; Graf, Milbury et 

Blumberg, 2005; Havsteen, 2002). 

Les sous-classes retenues pour ce projet se trouvent dans deux sous-classes différentes: 

soient les tlavones et les f1avonols. Parmi les flavonols, on peut retrouver le kaempférol, la 

myricétine, la quercétine, la rutine et la fisetine alors que l'apigénine, la lutéoline et la 

chrysine appartiennent à la sous-classe des fJavones. Pour nou·e projet, nous avons caractérisé 

les 4 molécules suivantes: kaempférol, myricétine, apigénine et lutéoline (voir tab!. 1.2). On 

remarque que ce qui distingue les deux classes, c'est la présence d'un groupement hydroxy 

en R4 sur le cycle C (Graf, Milbury et Blumberg, 2005). 

Tnbteau j.2 : Structun: des tlavonoïùes 

HO	 o 
c 

HO 0 

Flavonols RI R, Rj 
R

4 

Kaempferol (Kae) 1l OH H OH
 
Myricétine (Myr) OH OH OH OH
 

flavoncs RI R~ R] R4 

Lutéoline (Lut) on OH OIl 11 

AplgéniJlè (Api) H OH H H 

D'après Williams et Grayer, 2004. 
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1.7.3 Sources alimentaires 

Les polyphénols sont des produits largement distribués dans le règne végétClI et sont 

consommés quotidiennement. La plupart des tlavonoides proviennent d'extraits de plantes, 

comme c'est le cas pour le thé, le vin et le cacao (Dwyer et Peterson, 2002). Par contre, ils 

sont plus particulièrement consommés sous forme de fruits et de légumes dans notre société 

occidentale (Hollman et Katan, 1999; Williams et Grayer, 2004). Les sous-classes des 

f1avonols et des fJavones sont omniprésentes dans notre alimentation. Le tableau J.3 présente 

une vue d'ensemble de la distribution des f1avonols, kaempférol et myricétine, et des 

flavones, apigénine et lutéoline, chez les fruits et légumes. Dans un même ordre d'idée, 

notons que les fruits et légumes qui contiennent le plus de kaempférol sont, respectivement, 

les bleuets et le chou vert alors qu'il s'agit des mûres et du rutClbaga pour la myricétine, des 

raisins et du céleri pour l'apigénine et, enfin, du citron et des piments forts pour la lutéoline. 

Les fJavonoides constituent un élément important de la diète chez l'humain et, tel que 

démontré, on les retrouve dans un grand nombre de fruits et légumes. ]Js sont également 

présents dans plusieurs herbes et épices, comme le persil et le thym et on les retrouve 

également dans Je miel (Merken et Beecher, 2000). L'apigénine est particulièrement 

abondante dans le persil alors que la lutéoline est surtout présente chez le thym. L'aneth est 

l'herbe aromatique qui contient le plus de myricétine et J'on retrouve le kclempférol en grande 

quantité dans les câpres. De plus, parmi les différents thés, le thé vert est celui qui contient en 

plus grande quantité les quatre flavonoïdes retenus pour cette étude. 

Chez certains fruits, comme le citron, les f1avonoïdes, toutes sous-classes confondues, 

peuvent représenter jusqu'à 1 o/c du fruit frais (Di Carlo el al., 1999). Les f1avonoïdes de 

faible poids moléculaire sont responsables de l'amertume et du goùt acide et aigre de certains 

fruits alors que les f1avonoïdes de haut poids moléculaire, plus particulièrement les tannins, 

sont responsables de l'Clstringence de certains fruits (Di Carlo el al., 1999). 
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Tableau 1.3 : Quantité des flavonoïdes contenus dans 
certains fruits, légumes et herbes aromatiques 

Fruits 

Cassis 
Bleuets sauvages 
Canneberges 
Citrons 
Bleuets 
Fraises 
.lus de raisin 
Raisins 
Pamplemousse 
Mûres 
Jus d'orange, de pomme 

Légumes 

Choux ven 
Cœurs de céleri 
Feuilles d'oseille 
Échalolles 
Piments forts 
Rutabaga 
Brocoli 
Céleri 
Navets 
Endives 
Chou-raves 
Poireaux 
Racines de raifort 
Choux de BrusseJJes 
Épinards 
Radis 

Herbes aromatiques 

Persil 
Fenouil 
Cresson alénois 
Estragon 

Quantité (mg / IOOg) 

7,81 
7,30 
4,42 
1,50 
0,82 
0,79 
0,58 
0,45 
0,40 
0,08 
0,05 

Quantité (mg / IOOg) 

26,74 
22,69 
16,00 
10,15 
6.93 
6.55 
6.16 
5,92 
4.80 
4.04 
3,73 
2,95 
2,48 
1,29 
1,13 

0,86 

Quantité (mg / IOOg) 

311,76 
26,40 
13,00 
12,00 

Source: USDA Database for the Flavonoid Contenl of Selecled 
Foods, 2003. 
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J.7.4 Consommation 

On estime que la consommation quotidienne en flavonoïdes se situe aux environs de 

quelques centaines de milligrammes par jour (Hollman et Katan, 1997) et, plus 

particulièrement, la consommation de flavonols et de f1avones est évaluée à environ 20 à 

28 mg par jour (Hertog el al., 1993; Justesen, Knuthsen et Leth, 1998; Sampson el al., 2002). 

Néanmoins, il est extrêmement difficile d'évaluer cette consommation, car plusieurs facteurs 

peuvent influencer les données (Hammerstone, Lazarus et Schmitz, 2000). D'abord, la 

formation même des flavonoïdes chez les plantes est influencée par plusieurs facteurs comme 

la lumière (qui stimule la synthèse des flavonoïdes), la génétique de la plante, les conditions 

environnementales et les différentes variétés de plantes (Manach el al., 2004) Ainsi, le 

contenu en flavonoïdes d'une variété de pomme à une autre peut varier grandement (ex. : 

Mclntosh versus Granny Smith). Qui plus est, il est également possible de distinguer des 

di rférences de concentrat ion en flavonoïdes chez des fruits provenant d' lin même arbre et 

parfois même sur les différents côtés d'un seul fruit selon son exposition au soleil. 

De plus. la Façon d'apprêter les aliments peut influencer de manière capitale leur contenu 

en flavonoïdes. Par exemple, le simple fait de peler un fruit ou un légume peut éliminer une 

grande portion des flavonoïdes présents puisque ceux-ci se retrouvent généralement en 

quantité plus importante dans les parties externes plutôt qu'internes (Manach el al., 2004). La 

cuisson peut également avoir un effet dévastateur. En eFfet, des études montrent que certains 

légumes peuvent perdre jusqu'à 80 % de leur contenu original en f1avonoïdes après avoir été 

bouillis plus de 15 minutes et jusqu'à 6S % après une cuisson au micro-ondes (Crozier et al., 

1997). Les procédés de fabrication industrielle affectent également le contenu en fJavonoïdes 

des aliments. Les fruits sont généralement pelés et décortiqués ce qui résulte en l'oxydation 

des molécules d'intérêt qui se transforment alors en pigment brun. En revanche, la 

macération lors du processus de vinification semble favoriser leur diffusion dans le vin rouge, 

celui-ci en contenant 10 fois plus qu'un vin blanc (Manach el al., 2004). 
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J.7.5 Absorption, métabolisme et biodisponibilité 

Bien que plusieurs études épidémioJogiques aient démontré le potentiel d'une 

alimentation riche en fruits et légumes, la prémisse pour établir une relation causale entre les 

Ilavonoïdes contenus dans l'alimentation et les bienfaits associés à une alimentation riche en 

fruits et légumes, c'est que ces tlavonoïdes doivent être absorbés. De plus, la métabolisation 

des tlavonoïdes, suite à leur absorption, ne doit pas inhiber leurs effets bénéfiques observés in 

vilra. 

Cette dernière décennie, le métabolisme et la pharmacocinétique des polyphénols ont fait 

l'objet d'intenses recherc hes et, parmi ces derniers, les tlavonoïdes, et pl us part icu1ièrement 

les tlavonols, ont été les plus étudiés parce qu'ils sont présents dans la plupart des fruits et 

légumes. Ces recherches ont montré que les f1avonoïdes sont rapidement absorbés dans le 

tractus intestinal et détectés dans Je plasma, ce qui suggère qu'ils sont disponibles pour 

exercer leurs effets biologiques (Spencer, Abd-eJ-Mohsen et Rice-Evans, 2004). En effet, il (1 

été démontré que les f1avonoïdes peuvent traverser la barrière intestinale et atteindre la 

circulation plasmatique à des concentrations de l'ordre du micromolaire, concentrations 

auxquelles ils possèdent des effets in vilrD (Manach el al., 2005; Williamson et Manach, 

2005). 

Des études ont montré que l'absorption de la lutéoline dans le petit intestin peut atteindre 

jusqu'à 60 c!c de la quantité consommée et que la demie-vie varie de 2 à 28 heures (Scalbert 

el al.. 2002: Shimoi el al., 1998). Les flavono'ides sont excrétés dans la bile et dans le 

duodénum. puis ils sont réabsorbés dans le cycle enthérohépatique ce qui explique la 

longueur de leur demie-vie. 

Une autre étude a prouvé que la lutéoline pouvait être détectée sous sa forme 

monoglucuronique ainsi que sous forme d'aglycone dans le plasma humain (Manach et 

Donovan, 2004: Shimoi el al.. 2000). On sait également qu'en moyenne 54 c!c de la 

consommation quotidienne d'apigénine est excrétée dans l'urine à l'intérieur de 24 heures 

(Chen el 01., 2007). 
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Bien qu'il y ait une grande variabilité entre individus en ce qui concerne les voies de 

métabolisation des composés, principalement due aux différences de la tlore intestinale de 

chacun, si l'on se base sur la consommation quotidienne en f1avonoïdes, les concentrations 

utilisées dans ces recherches sont physiologiquement significatives et ne causent pas d'effets 

secondaires toxiques (Hollman el al., 1999; Ramos, 2007). 

1.7.6 Les propriétés connues des flavonoïdes 

Les fla vonoides ont d'abord fait 1a manchette pour leurs propriétés anl iox ydantes et leur 

capacité à piéger les radicaux libres (Williams et Grayer, 2004). Au cours du stress oxydatif, 

les espèces r(1dicalaires libres vont attaquer des cibles bioactives telles les protéines et les 

acides nucléiques favorisant l'apparition de mutations délétères à l'origine de divers cancers. 

Les radicaux libres peuvent également s'attaquer aux lipides, principalement les lipoprotéines 

de faible densité (LDL) qui sont la principale forme de transpor1 du cholestérol plasmatique, 

et leur conférer un caractère athérogène. Les flavonoïdes parviennent à capturer les 

principales espèces réactives de l'oxygène associées au stress oxydatif comme les radicaux 

anion superoxyde (02'-), les radicaux hydroxyle (Ol-n et les radicaux peroxyles (R02'), les 

empêchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, les f1avonoïdes sont capables 

d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grâce à leur groupement hydroxyle fortement 

réactif. Les f1avonoïdes inhibent aussi l'oxydation des LDL et, de ce fait, ils peuvent prévenir 

l'athérosclérose et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Tu el al., 2007). 

Bien qu'il s'agisse là de la propriété la mieux décrite des f1avono'ides, on rapporte qu'ils 

sont capables d'exercer une multitude d'autres activités biologiques. À un point tel qu'ils ont 

été surnommés les « modificateurs naturels des réponses biologiques» (Middleton, 

Kandaswami et Theoharides, 2000). On leur attribue notamment, en plus des propliétés 

antioxydantes, des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogènes (Di 

Carlo el a/., 1999). On rapporte même qu'ils peuvent avoir plusieurs effets protecteurs 

cardiovasculaires (Sloclet el aL 2004). Certains tlavonoïdes ont également démontré un 

potentiel d'agent vasodilatateur (Woodman el Chan. 2004). 
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Une panoplie d'études in vitro ont ensuite montré que les flavonoïdes peuvent moduler 

l'élctivité d'une grélnde variété d'enzymes impliquées délns des voies Împortélntes qui régulent 

la division et la prolifération cellulaire, l'agrégéltion des plélquettes, la détoxification, 

l'inflammation et la réponse immunitaire (Hollman et Katan, 1999; Middleton, Kandélswami 

et Theoharides, 2000). lis sont donc capables de modifier le comportement de plusieurs 

systèmes cellulaires. 

Qui plus est, il y a déjà plus de 20 ans, des études suggéraient que les flavonoïdes 

pouvaient « inhiber» le Célncer et qu'ils avaient des propriétés antitumorélles (Wattenberg, 

J992; Wattenberg ef al., 1985). Récemment, plusieurs études épidémiologiques ainsi que des 

études réalisées délns différentes lignées ceJJulaires ou encore délns différents modèles 

animaux ont démontré le potentiel antitumoral et anticancéreux des tlavonoïdes (Birt, 

Hendrich et Wélng, 2001; Di CélrlO el al.. 1999: Rélmos, 2007; Tosetti ef al., 2002; Yang ef 

al., 2001). Par exemple, l'activité ant itumorale des llavonoïdes du thé, particul ièrement des 

catéchines, a été démontrée dans plusieurs modèles animaux et ce, pour divers types de 

cancer, comme des médulloblastomes ou des Célncers de la peau, des poumons, de 

l'œsophélge, de l'estomac, du foie, du côlon, de la rate et du pancréas (Conney ef al., 1999; Di 

Carlo ef al., 1999; Pilorget ef al., 2003: Yang ef al., 1996; Yang ef al., 1999). Dans un même 

ordre d'idée. des anthocyanidines, soit des molécules appartenant à une sous-classe de la 

grande famille des fJavonoides, ont montré des effets d'inhibition de la migration de cellules 

provenant de tumeurs hautement invasives et prolifératives, les glioblastomes (Lamy ef al., 

2007) 

De plus, une étude réalisée par Wenzel et ses collaborateurs (2000) a mis en évidence que 

des molécules appartenant LI la sOUS-clélsse des flé1vones pouvaient induire !'<lpoptose et 

inhiber la prolifération de cellules proven<lnt d'une lignée cellulaire de cancer du côlon. Il a 

également été démontré que l'apigénine, qui appartient <lussi à la sOUS-clélsse des flavones, 

parvient à inhiber l'angiogenèse dans un modèle d'adénocarcinome pulmonaire humain (Liu 

el al.. 2005). 
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1.8 OBJECTIFS DU PROJET 

L' objecti f principal de notre étude est de caractériser les propriétés antiangiogéniques in 

vitro et in vivo de quatre molécules appartenant à la grande famille des flavonoïdes, soit: les 

flavonols, kaempférol et myricétine, et les flavones, apigénine et lutéoline (voir tab!. 1.2). 

Pour y parvenir, les cellules PASMCs ont été sélectionnées comme modèle d'étude in vitro. 

Ce sont des cellules musculaires lisses qui proviennent d'artères pulmonaires et qui 

constituent un excellent modèle de cellules périvasculaires. De plus, elles ont l'avantage de 

proliférer rapidement et en grand nombre. Notre stratégie vise plus spécifiquement à inhiber 

la stabilisation des néovaisseaux induite par les cellules péri vasculaires (voir fig. 1.10) à 

l'aide de ces molécules d'origine nutritionnelle (voir tab!. 1.3). De surcroît, cette recherche 

vise également à identifier de nouvelles molécules d'origine nutritionnelle qui pourraient 

contribuer à la prévention du cancer par l'alimentation. 

Tumeur 

VEGF
 

Production de matrice 
extracellulaire et 
sécrétion de VEGF 

Nouveau vaisseau fragile Vaisseau mature stabilisé 

Figure 1.10: Recrutement des cellules périvasculaires par les cellules endothéliales
 
vasculaires dans l'angiogenèse tumorale. Abréviations: CE, cellules endothéliales;
 
PASMCs, cellules musculaires lisses d'altère pulmonaire; PDGF, facteur de croissance
 
dérivé des plaquettes; VEGF, facteur de croissance de l'endothélium vasculaire.
 
Illustration modifiée tirée de : Carmeliet, 2003.
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Nous avons donc évalué les effets des quatre f1avonoldes sélectionnés sur le potentiel 

invasif et migratoire des cellules PASMCs. Ensuite, nous avons procédé à la caractérisation 

de leurs actions inhibitrices sur la phosphorylation du récepteur PDGFR-~ et de certains 

effecteurs des voies de signalisation intracellulaire dépendants de l'actIvation de ce récepteur. 

Dans l'optique de caractériser davantage les molécules identifiées comme étant les plus 

actives dans nos modèles in virro, nous nous sommes ensuite uttardés ù leur potentiel 

d'inhibition de la dégradation matricielle en évaluant leurs effets sur la sécrétion des MMPs 

qui sont impliquées dans ce processus, puis nous avons vérifié s'il était possible d'inhiber la 

sécrétion de VEGF par les cellules PASMCs, puisque le VEGF contribue à ]a stabilisation 

des néovaisseaux. Afin de s'assurer que les effets observés in virro n'étaient pas dus à la 

toxicité des molécules étudiées, nous avons effectué des tests de viabilité cellulaire au bleu de 

trypan. Finalement, dans le but de caractériser les propriétés antiangiogéniques in vivo, des 

tests d'implants de MatrigelJM chez des souris Crl:CD 1"') Foxn 1nu ont été réalisés. 



CHAPITRE II 

MATÉRIEL ET M~:THOJ)ES 

2.1 MATÉRIEL 

2.1.1 Culture cellulaire 

Les PASMC ont été achetées chez Clonetics (San Diego. CA. USA). Le milieu de culture 

basal 5mBM@ ainsi que le milieu de culture complel SmGM0'1-2 contenant les facteurs de 

croissance hEGF et hFGF-B, des suppléments d'insuline, du FilS (serum fœ/ol b(JlIin) ainsi 

que de la gentamycine (GA-IOOO) proviennent de Clonetics (San Diego. CA, USA). La 

trypsine-EDTA el les antibiotiques (streptomycine el pénicilline) ont été achetés chez 

Gibco® Invitrogen cell culture (Grand Island. NY. USA). Les sérums FBS et BCS (bovine 

calf serum) ont été obtenus de HyClone Laboralories (Logan. UT, USA). Les chambres de 

migration de type Boyden viennent de Costar (Corning. NY, USA). Les plaques. les flacons 

et les pétris utilisés en culture cellulaire ont été achelés chez Sarsledt (Newton, NC, USA). 

2.1.2 Anticorps 

L'anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine PY99 et l'anticorps polyclonaJ anti­

PDGFR-~ (958) ont été obtenus de Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz. CA. USA). Les 

anticorps polyclonaux anti-p44f42 MAPK el anti-phospho-p44f42 MAPK (Thr 202fTyr 204) 

ainsi que les anlicorps monoclonaux anli-Akt (pan) et anti-phospho-Akt (Ser 473) 

proviennent de chez Cell Signaling lechnology (New England Biolabs. Pickering, ON, 

Cunuda). Les anticorps secondaires anti-souris el anti-Iapin conjugués àla peroxydase de 
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Raifort ont été obtenus auprès de Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, 

USA). 

2.1.3 Facteur de croissance 

Le facteur de croissance humain recombinant POGF-BB et le VEGF ont été achetés chez 

R&O Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA). Le bFGF a été obtenu de Upstate 

Biotechnology Inc. (Lake Placid, NY, USA). 

2.1.4 Réactifs et matériel 

Les f1avonoïdes apigénine (4' ,5,7-Trihydroxyflavone), lutéoline (3',4',5,7­

Tétrahydroxyflavone), myricétine (3,3',4',5,5' ,7-Hexahydroxyflavonc) et kaempférol 

(3,4' ,5,7-Tétrahydroxyflavone) purifiés par HPLC proviennent d' Extrasynlhèse (Genay, 

France). Le Gleevec, ST157 J ou Imatinib, a été obtenu de Novartis Pharma Canada inc. 

(Dorval, QC, Canada). Les microtubes (eppendolj) ambrées proviennent de Sarstedt 

(Newton, NC, USA). Le bleu de trypan a été commandé chez Gibco(") Invitrogen cell culture 

(Grand Island, NY, USA). 

Les réactifs de microBCA pour le dosage de protéines ont été achetés chez Pierce 

(Rockford, IL, USA). Les billes Protein A SepharoseT\1 et Protein G Sepharose™ 

proviennent de Amersham Biosciences (Baie d'Urfé. QC, Canada). L'acrylamide provient de 

Roche Diagnostics (Laval, QC, Canada). Le bis-acrylamide provient de Rose Scienlitïc 

(Mississauga, ON, Canada). Les systèmes d'électrophorèse SOS-PAGE (Sodium dodecyl 

sulfale/polyacrylamide gel eleu rophoresis) ai nsi que les apparei Is ut i1isés pour le transfert de 

protéines proviennent de BioRad (Mississauga, ON. Canada) tout comme le 2­

mercaptoéthanol, le dodécylsulfate de sodium (SOS), le bleu de bromophénol, le bleu brillant 

de Coomassie R-250, le N,N.N' ,N' -Iétraméthyléthylènediamine (TEMEO), l'ammonium 

persulfate (APS) et les standards SOS-PAGE High Range et Low Range. La glycine est un 

produit de Fisher Scientific (Ville St-Laurent. QC, Canada). Les membranes de PVOF 
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(Difluorure de polyvinylidène) Immobilon-P PVDF de 0,45 flm de porosité ainsi que les 

filtres et les steritlip-GP de 0,22 flm ont été commandés chez Millipore Corporation 

(Bedford, MA, USA). Les réactifs de chi mi luminescence ECL (En/wnced 

chemiluminescence) proviennent de Perkin Elmer Life Sciences (Boston, MA, USA). Les 

films radiologiques utilisés sont des films Fuji Medical X-Ray film 8X JO distribués par 

Groupe Christie Itée (St-Eustache, QC, Canada). 

Le BD Matrigel™ Matrix phenol red-free a été acheté chez BD Biosciences (Bedford, 

MA, USA). La plaque ELISA, Quantikine® Human VEGF Immunoassay provient de chez 

R&D Systems Inc (Minneapolis, MN, USA). 

Le Tris-HO, le méthanol (grade ACS), l'éthanol, l'acide acétique et le formaldéhyde 

proviennent de VWR International (Ville Mont-Royal, QC, Canada). La formaline phosphate 

10% provient de Fisher Scientific Company (Ottawa, ON, Canada). L'acide chlorydrique 

(HCI) a été commandé chez Fisher Scientifique (Nepean, ON, Canada). Le chlorure de 

sodium, le glycérol, le dithiothréilol (DTT), le 3-1 (3-cholamidopropyl)-diméthylammonio 1-1­

propano-sulfonate (CHAPS), le Triton X-IOO, le chlorure de sodium (NaCl), l'héparine. 

l'hémoglobine, la gélatine, le crystal violet, le DMSO (Diméthyl sulfoxide), le NaF (Fluorure 

de sodium) et Je Na1V04 (Sodium d'ortho-vémadate) ont tous été élchetés de Sigma-Aldrich 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 

2.1.5 Animaux 

Les souris Crl:CDI@ Foxnlnu, immunosupprimées, proviennent de chez Charles River 

Laboratories (St-Constant, QC, Canada). Lors de leur arrivée à l'animalerie. les souris ont été 

placées en quarantaine pour un minimum d'une semaine afin de s'assurer que leur état de 

santé répondait aux critères d'acceptation dans la colonie exempte de maladies. De cette 

façon, elles peuvent s'acclimater à leur nouvel environnement. Les souris utilisées étaient 

toutes tlgées de 6 semaines et pesaient entre 20 et 25 g. 
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2.2 MÉTHODES 

2.2.1 Préparation des jlavonoïdes 

Les flavonoïdes ont été préparés selon les recommandations du fabric,Jnt, c'est-à-dire 

qu'ils ont été solubilisés dans du DMSO de manière à obtenir une concentration finale de 25 

mM, concentration suffisamment élevée pour assurer une bonne conservation. Ils ont ensuite 

été aliquotés (25 fll) dans des microtubes ambrés, puis congelés à -80 oc. Lors de leur 

utilisation, les molécules étaient décongelées sur glace, puis, très brièvement, à la 

température de la pièce, tout juste avant leur usage, le DMSO étant solide à 4 oc. C'est à ce 

moment-là qu'ils ont été dilués, toujours dans le DMSO, pour l'obtention de concentrations 

de l'ordre du micromolaire. La concentration de DMSO dans l'essai était de 0.1 C;c, une 

concentration non toxique pour nos cellules. Les molécules ont toutes été utilisées à 

l'intérieur de 2 mois suivant le moment de leur solubilisation. Pour les expériences in vivo, 

les navonoïdes ont été mis en solution le jour même de l'expérience. 

2.2.2 Culture cellulaire 

Une seule lignée cellulaire a été utilisée durant ces recherches et il s'agit des cellules 

PASMC. Elles ont été cultivées dans des nacons en plastique de 75 cm l el conservées dans un 

incubateur à une température de 37 oC et d3ns une atmosphère humide contenant 5 clc de COl 

et 95 9c d'air. Le milieu de culture employé fut le milieu complet SmGM@-2. Pour récolter 

les cellules, lorsque la contluence voulue était atleinte. 2 ml de trypsine-EDTA 0.5 X ont été 

employés pendant 2 minutes dans l'incubateur, puis celle-ci a été inhibée par l'éljOllt de 5 ml 

de milieu complet. Dans Je but de minimiser les risques de changement phénotypique, les 

cellules ont toutes été utilisées entre les passages 6 à 8. 
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2.2.3 Essai de migration cellulaire in vitro en chambre de type Boyden 

L'influence des flavonoïdes sur le chimiotactisme induit par le PDGF-BB a été étudiée à 

l'aide d'un test de migration. Pour y parvenir, des chambres à migration Costar (Transwell 

polycarbone membrane; 6,5 mm de diamètre; pore 8 /lm) ont été recouvertes, stérilement, 

d'une solution de gélatine 0,15 % plv dans du PBS (150 mM NaCl, 2,7 mM KCr, 1,3 mM 

KH2P04 et 8,1 mM Na2HP04·7H20, à pH 7,4), sans Ca2+/Mg2+, stérile. Les chambres ont 

ensuite été incubées toute la nuit à 4 oC pour être ensuite rincées au PBS sans Ca2+/Mg2+ 

stérile. Des PASMCs ont été déposées dans les chambres supérieures de migration à raison de 

50 000 cellules par chambre dans un volume de 50 /lI de milieu 5mBM® ne contenant ni 

sérum ni supplément de croissance. Afin de permettre aux cellules d'adhérer sur la membrane 

de la chambre supérieure, les chambres de migration ont été incubées 30 minutes à 37 oC 

dans une atmosphère humide contenant 5 % de CO2et 95 % d'air. Pendant ce temps, des 

dilutions en série, permettant des concentrations finales variant de 1 /lM à 15 /lM dans les 

chambres du haut et du bas, ont été réalisées dans du milieu 5mBM® pour chacun des 

flavono'ides puis 600 Il 1ont été ajoutés à la chambre du bas (solution 1X) et SO /l 1dans celle 

du haut (solution 2X). Après 2 heures d'incubation à 37 oC dans une atmosphère humide 

contenant 5 % de CO2, le chimioattractant, soit le PDGF-BB, a été ajouté dans la chambre du 

bas à une concentration finale de 10 ng/ml, puis l'incubation s'est poursuivie durant 3 heures 

supplémentaires. Après cette étape, les cellules ont été fixées à la formaline phosphate 10 'lc 

toute la nuit à 4 oc. Le lendemain, elles ont été colorées durant 30 minutes à température 

ambiante à l'aide d'une solution de méthanol 20 clc contenant 0,1 clc de crystal violet. 

L'intérieur des chambres de migration a finalement été rincé à l'eau nanopure, puis nettoyé 

dans le but de retirer les cellules qui n'avaient pas migré. Les cellules qui ont migré, se 

retrouvant désormais sous la chambre de migrdtion, ne sont pas affectées par cette étape et 

ont, pm la suite, été prises en photo el quantifiées il l'aide du programme d'analyse d'image 

NOl1hern Eclipse 5,0 (Albini el al., 1987). Toutes les analyses statistiques, particulièrement 

les tests de " ont été réalisées à l'aide du logiciel GraphPad Prism 4. Dans la légende de 

chacune des différentes figures présentées le nombre d'expérience indépendante réalisée est 

indiqué. 
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2.2.4 Test de viabilité au bleu de trypan 

La viabilité cellulaire a été déterminée à l'aide d'un test d'exclusion au bleu de trypan. 

Pour y parvenir, des cellules PASMCs ont été ensemencées dans des pétris de 60 mm dans du 

milieu SmGM®-2 complet jusqu'à ce qu'elles atteignent une confluence d'environ 7S %. À 

ce moment, les cellules ont été incubées en présence, ou en absence, d'apigénine et de 

lutéoline à une concentration finale de IS flM dans du milieu 5mBM® contenant du J-BS 

O,S % et ce, pour une période de 24 heures. Les cellules adhérées au pétri ont été récoltées par 

trypsinisation puis combinées aux cellules flottantes récupérées dans le milieu de culture. 

Leur viabilité a, par la suite, été déterminée à l'aide d'un lest d'exclusion au bleu de trypan. 

Brièvement, ce produit non toxique pour la cellule permet la différenciation entre les cellules 

viables (incolores) et non viables (colorées en bleu) lors de la numération cellulaire. Le 

principe est simple, les cellules en bon état ont des mécanismes pour rejeter le colorant dans 

le milieu extracellulaire par l'action de leur barrière cytoplasmique active, contrairement aux 

cellules mortes. Ainsi, les cellules en mauvais état (ou mortes) ne peuvent pas éliminer ce 

produit et il se produit une accumulation à l'intérieur du cytoplasme. li est donc facile, par 

observation au microscope, de distinguer les cellules mortes des cellules vivantes n'ayant pas 

accumulé le produit (Prescott, HarJey et Klein, 2003; Tortora, Funke et Case, 2003). Le 

pourcentage des cellules vivantes et mortes est exprimé en fonction du nombre total de 

cellules comptées dans chaque échantillon. soit en moyenne une centaine de cellules. 

2.2.5 Test d'invasion in vitro 

Afin de déterminer si les différents f1avonoïdes affectaient le potentiel invasif des 

PASMCs. des chambres de migration ont été recouvertes d'une couche de MatrigelT\l. Pour y 

parvenir. 100 fll d'une solution stérile de PBS, sans Ca2+/Mg2+, contenant 0,5 mg/ml de 

Matrigel'\1 ont été déposés délicatement, afin d'éviter la formation de bulles, dans la chambre 

du haut. Les chambres ont ensuite été incubées toute une nuit à la température de la pièce 

sous une hotte à flux laminaire. La suite des procédures du test d'invasion est identique à 

celle de J'essai de migration (voir sect. 2.2.3), à la seule différence gue l'invasion se poursuit 

pour une durée de 24 heures à 37 oC dans une atmosphère humide contenant 5 C;C de CO2 
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après l'ajout du PDGF-BB. La quantification de l'invasion s'effectue de la même manière 

que pour la migration décrite à la section 2.2.3. 

2.2.6 Étude des marqueurs moléculaires 

2.2.6.1 Traitements et stimulation des PASMCs 

Les cellules PASMCs ont été mises en pétris de 100 mm dans du milieu complet 

SmGM®-2, puis elles ont été incubées à 37 oC dans une atmosphère humide contenant 5 % de 

COz jusqu'à ce qu'elles alleignenl une confluence de 85-90 %. Le milieu a été retiré et 

remplacé par du milieu basal 5mBM additionné de FBS 0,5 % et contenant les différents 

f1avonoïdes à des concentrations finales variant de 1 /lM à 15 /lM, sauf pour les contrôles, 

pour une période de 18 à 20 heures. À la suite de ce traitement, les cellules ont été stimulées 

5 minutes, à 3rC, avec du PDGF-BB ~l 50 ng/ml de concentration finale. Pour arrêter la 

stimulation, le milieu contenant le PDGF-BB a été aspiré et remplacé par une solution de 

PBS sans Ca2+/Mgz. stérile et froid contenant 1 mM final cie NaF et 1 mM final de Na,V04. 

Ensuite, les cellules ont été incubées une heure à 4 oC avec une agitation réduite dans ce 

milieu. 

2.2.6.2 Préparation des lysats cellulaires 

Après cette incubation, les cellules ont été lysées à l'aide de 300 /lI de tampon de lyse IX 

(150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-lOO, 

0,5 % NP40, 1 mM NaF, 1 mM de Na,VOd. Les cellules ont ensuite été recueillies à l'aide 

d'un gralloir puis transférées dans des microtubes et conservées sur glace pour une période de 

30 minutes avec agitation au vortex toutes les 10 minutes. Finalement, les lysats cellulaires 

ont été centrifugés à Il 500 rpm, JO minutes, à 4°C, et le surnageant a été récupéré. puis les 

protéines ont été dosées leI que décril ci-dessous. 
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2.2.6.3 Dosage des protéines 

La quantité de protéines contenues dans les lysats cellulaires a été déterminée par la 

méthode de flBCA (acide bicinchoninique) à l'aide du Micro BCAIM Prolein Assay Kil 

provenant de chez Pierce Biotechnologies et de l' a.lbumine sérique bovine comme standard 

(BSA). Brièvement, 4 fll d'échantillon ont été dilués dans un volume final de 1 ml d'eau 

nanopure, puis 1 ml du réactif, préparé selon les recommandations du fabricant, a été ajouté à 

cette dilution. Le mélange a ensuite été agité 5 secondes et finalement chauffé à 60 oC durant 

une heure. Le réactif est utilisé pour détecter les ions Cu+ l , qui sont formés lorsque Cu+2 est 

réduit par les protéines en milieu alcalin. Il se produit alors un complexe BCA-Cu+ 1, formé 

par la chélation de 2 molécules de BCA avec un ion Cu+ l , qui devient de couleur pourpre, 

plus ou moins intense, selon le contenu en acides aminés des protéines analysées et le nombre 

de liaisons peptidiques. L'intensité de cette coloration est ensuite analysée par 

spectrophotométrie d'absorbance à 562 nm. Ainsi, suite à la période d'incubation d'une heure 

à 60 oC, les échantillons ont été agités légèrement, puis 200 fll de chacun d'entre eux ainsi 

que de la courbe de référence ont été déposés sur une plaque de 96 puits et l'absorbance à 

562 nm a été déterminée en utiJisant un lecteur de microplaClue Mo/ecu/ar Deviees 

(Spectr<lMax Plus). L'équation de la courbe standard a ensuite permis de déterminer la 

concentration de protéines contenues dans les lysats. 

2.2.6.4 !mmunoprécipitation 

Pour l'étude de phosphorylation du récepteur PDGFR-~ induite par le PDGF. un volume 

de lysat cellulaire contenant entre 150 et 200 pg de protéines <l été dilué dans un volume final 

de 1 ml dans du tampon de lyse IX (tel que définit ci-haut). Dans le but d'éliminer un 

maximum de contamination non spécifique, 20 pl d'un mélange contenant 50 % de billes 

Protein A SepharoseT!'v1 et 50 % de billes Protein G SepharoseT\1 a été ajouté aux lysats puis 

ces derniers ont été incubés une heure à 4 oC sur une plaque sérologique à agitation réduite. Il 

est à noter, cependant, que ces billes se trouvaient elles-mêmes dans une solution contenant 

50 % de billes et 509'0 de PBS. Les lysats ont, par la suite, été centrifugés 2 minutes à 4500 

l'pm à 4°C, puis les surnageants ont été récupérés et transférés dans des nouveaux microtubes. 

Un à trois microgrammes d'anticorps spécifique anti-PDGFR ont été ajoutés aux lysats et, 
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finalement, ce mélange a été incubé toute la nuit à 4 oC sur une plaque sérologique à agitation 

réduite. Afin de récupérer les complexes immuns, 25 fll de bi Iles Protein A Sepharose™ ont 

été ajoutés à chacun des échantillons et le tout a été mis de nouveau sous agitation douce à 

4 oC pour une durée de 2 heures. Les complexes ont ensuite été récoltés par centrifugation de 

2 minutes à 4500 l'pm à 4 oc. Les protéines non-liées spécifiquement ont été éliminées à 

l'aide de 3 lavages successifs au tampon de lyse IX. Finalement, un dernier lavage à l'aide 

d'une solution de PBS, sans Ca2+/Mg2+, contenant 1 mM Na,V04 a été effectué, puis 25 fll 

de tampon d'échantillon d'électrophorèse 2X de Laemmli (Laemmli, 1970) ont été ajoutés 

aux échantillons. Le tampon d'échantillon de Laemmli est composé de 62,5 mM Tris-HCL 

pH 6,8,10 % glycérol, 2 % SDS, 5 % 2-mercaptoéthanoJ et 0,00625 % de bleu de 

bromophénol. Ces derniers ont ensuite été chauffés à 100°C. puis refroidis sur glace dans le 

but de décrocher les protéines immunoprécipitées des billes, avant de les charger sur un gel 

de type SDS-PAGE 7,5 % (voir sect. 2.2.6.6) à l'aide d'une seringue Hamilton. 

2.2.6.5 Préparation des lysats 

Pour l'élude de la phosphorylation des protéines ERK el Akt, les échantillons ont été 

préparés de façon à obtenir une quantité constante de protéines (entre 10 et 15 flg) dans du 

tampon d'échantillon de Laemmli 5X, tel que décrit à la section 2.2.6.4, dans un volume final 

de 25 fll. Ces derniers ont ensuite été chauffés à 100°C, puis refroidis sur glace avant d'être 

déposés sur des gels d'électrophorèse SDS-PAGE. 

2.2.6.6 Électrophorèse Sllr gel de polyaerylamide (SDS-PAGl';) 

L'électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE (Sodium dodee)'! 

slI!fclleipolyacrylamide gel e!eClrophoresis) débute par la préparation de différents gels. tous 

de 1.5 mm J'épaisseur, mais Je Jifférents pourcentages d'acrylamide. D'abord, des gels de 

séparation contenant 10 C;C (p/v) d'acrylamide, 0,24 % (p/v) de N,N-méthylène-bis­

acrylamide, 375 mM de Tris/HCI pH 8,8, 0,1 % de SDS, 1 fll/ml TEMED et de 0,5 mg/mL 

d'APS ont été utilisés pour la séparation des protéines ERK et Akt alors que des gels 

contenant 7,5 o/c (p/v) d'acrylamide, 0,18 O/C (p/v) de N,N-méthylène-bis-acrylamide, 375 mM 
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de Tris/HCI pH 8,S, 0,1 % de SDS, 1 1..t1/ml de TEMED et de 0,5 mg/ml d'APS ont été 

utilisés pour la séparation du récepteur PDGFR-~. 

Les gels d'entassement ont tous été préparés de la même façon, soit 3,8 % (p/v) 

d'acrylamide, 0,1 o/c (p/v) N, N-méthy Jène-bis-acryJamide, 125 mM de TrislHCI pH 6,S, 

0,1 o/c de SDS, 1 Ill/ml TEMED et de 0,5 mg/ml d'APS. 

Pour les gels de séparation des protéines ERK et Akt, la migration a été effectuée à 

100 V (voltage constant), dans un tampon d'électrophorèse contenant 19,2 mM de glycine, 2 

mM de Tris et 0,01 % de SDS jusqu'à ce que le bleu de bromophénol atteigne la limite 

inférieure du gel; alors que pour les gels de séparation de la protéine PDGFR-~, la migration 

s'est poursuivie 10 minutes supplémentaires à 120 V, dans le but de bien la visualiser, car il 

s'agit d'une protéine de haut poids moléculaire (190 kDa). La séparation des protéines a été 

effectuée à J'aide des systèmes d'électrophorèse Mini-PROTEAN® III de chez Bio-Rad el les 

protéines ont été séparées selon leur poids moléculaire. 

2.2.6.7 lmmllnohuvardage de type Western 

Suite à la séparation des protéines par l'électrophorèse SDS-PAGE, ces dernières ont été 

transférées sur des membranes de PVDF de 0,45 Ilm de porosité à J'aide d'un transfert 

humide de type Western. Brièvement, les membranes ont été hydratées 1 minute dans le 

méthanol, puis 5 minutes dans l'eau avant d'être transférées, tout comme les gels, dans du 

tampon de transferl composé de 96 mM de glycine, 1°mM Tris, 20 % mét hanol el 0,0 J % de 

SDS. Le transfert des protéines a été effectué à 100 V (voltage constant) pendant 90 minutes 

à 4 "e à l'aide de J'appareil Mini Trans-Blot Cell de Bio-Rad Laboratories. Les membranes 

de PVDF onl ensuite été déposées dans une solution de TBS-Tween (un tampon Tris salin 

(TBS) contenant 150 mM NaCI, 20 mM Tris pH 7,5, 0,1 o/c (v/v) de Tween 20) additionné de 

3 clc de BSA pour les récepteurs PDGFR et la protéine ERK, ou de 5 cie de lait pour la 

protéine Akt, pour la nuit, à 4 oC, avec une légère agitation afin de bloquer les sites non 

spécifiques. 



58 

2.2.6.8 lmmunodétection 

Les membranes de PVDF, dont les sites non spécifiques ont été bloqués, ont ensuite été 

lavées trois fois pendant 15 minutes, à température ambiante avec une légère agitation, dans 

une solution de TBS-Tween (tel gue décrit à la section précédente). Elles ont, par la suite, été 

incubées 1 heure à température ambiante avec agitation dans une solution de TBS-Tween 

contenant cette fois 3 Cie de BSA, 0,05 % (plv) de NaN, et un anticorps primaire spécifique 

dilué 1000 fois (anti-PDGFR-p (958), anti-phospho-p44/42 MAPK (Thr 202/Tyr 204), anti­

Akt (pan) et anti-phospho-Akt (Ser 473)). L'anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine 

PY99 a été dilué 4000 fois alors que l'anticorps anti-p44/42 MAPK, lui, a dû être dilué 

10000 fois. Les membranes ont ensuite été lavées à 4 reprises avec une solution de TBS­

Tween. toujours pour des périodes de 15 minutes à la température de la pièce avec légère 

agitation, dans le but d'éliminer l'excédent d'anticorps qui ne s'était pas lié. Elles ont ensuite 

été mises en présence de l'anticorps secondaire de l'espèce appropriée (lapin ou souris) 

couplé à la peroxydase de raifort et dilué 1 dans 40000 ou 1 dans 20000, respectivement, 

dans une solution de TBS-Tween contenant 3 % de BSA pour une période de 1 heure à 

température ambiante avec agitation. Une autre série de lavages a ensuite été réalisée puis, 

finalement. les membranes on! été mises en présence du substrat ECL durant 1 minute. Afin 

de permet tre la détect ion des protéi nes immunoréacti ves immobil isées sur les membranes, 

ces dernières ont été exposées sur un film radiologique Fuji Medical X-Ray 8X10. Les 

autoradiogrammes ainsi obtenus ont été numérisés à l'aide de l'appareil Epson Perfection 

2450 Photo (Long Beach, CA, USA). La quantification des bandes a ensuite été réalisée à 

l'aide du logiciel IPLab Gel SOfl"M--are Scienlific Image Processing 2.0a alors que les masses 

moléculaires ont été évaluées en utilisant les standards SDS-PAGE de Bio-Rad High Range 

ou Low Range. selon le cas. qui contiennent des protéines de poids moléculaire connues. 

Dans le but de procéder à une seconde détection sur ces mêmes membranes, ces dernières ont 

dû être incubées dans une solution de glycine 1X (0,2 M glycine-HO à pH 2,2) durant toute 

une nuit à 4 oC avec une légère agitation. Le lendemain, elles ont été lavées à trois reprises, 

rapidement, avec de l'eau nanopure. Ensuite, une autre série de lavages au TBS-Tween a été 

effectuée, puis les membrclOes ont été incubées en présence d'un nouvel anticorps primaire. 

Li.! suite de la procédure est identique à celle décrite ci-hêlUt. 
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2.2.7 Zymographie gélatinolytique 

Les cellules PASMCs ont été mises en pétris de 100 mm dans du milieu complet 

SmGM®-2, puis elles ont été incubées à 37 oC dans une atmosphère humide contenant 5 % 

de CO2 jusqu'à ce qu'elles alleignent une confluence de 85-90 %. Le milieu a été retiré et 

remplacé par du milieu b<:lsal 5mBM contenant, sauf pour les contrôles, les différents 

tlavones à des concentrations finales variant cie J /-lM à 25 flM pour une période de 18 à 20 

heures. À la suite de ce traitement, le milieu de culture a été récupéré puis centrifugé 3 

minutes à 1000 l'pm, dans le but d'enlever tous les débris cellulaires. Finalement, les 

surnageants ont été aliquotés (1 ml) puis conservés à -80 oC jusqu'à leur utilisation. 

Les échantillons ont été préparés avec une quantité constante de milieu conditionné et du 

tampon d'échantillon de L<:lemmli S<:lns ~-mercaptoéthanol, soit en conclition dénaturante et 

non réductrice, puis ils ont été agités pendant 15 minutes à 25 oc. Les échantillons ont 

ensuite été déposés sur des gels de polyacrylamide de 7,5 % (tel que décrit à l<:l section 

2.2.6.2). mais contenant 0,1 CA; (p/v) de gélatine. L'électrophorèse a été effectuée à un voltage 

constant de 100 V dans un tampon d'électrophorèse contenant 19,2 mM de glycine, 2 mM de 

tris et 0,01 Clc de SDS (p/v) jusqu'à ce que le bleu de bromophénol alleigne la limite 

inférieure du gel. Suite à cette étape, les gels ont été équilibrés 2 fois durant 30 minutes à 

température ambiante avec agitalion réduite dans une solution contenant 2,5 % (p/v) de 

Triton X-I 00, puis rincés 5 fois avec de J'eau nanopure. Les MMPs ont ensuite été renaturées 

à l'aide d'une incubation de 20 heures à 37 oC dans un tampon de zymographie contenant 50 

mM Tris-HCI pH 7,6, 0.2 M NaCl, 5 mM CaCl 2 et 0,02 % (v/v) Brij-58. Les gels ont ensuite 

élé fixés 1 heure clans un mélange 30cA; (v/v) méthanol et 7,5 % (v/v) acide acétique, puis jls 

ont été successivement colorés et décolorés avec une solution de 0,1 % (p/v) de bleu brillant 

de Coomassie R-250 dans 309c cie méthanol el 10 Clc d'acide acétique et une solution de 

JO c/c (v/v) méthanol et 7,5 91c (v/v) acide acétique, respectivement. L'activité gélatinolytique 

correspond aux bandes non colorées (zones où les MMPs ont digéré la gélatine) sur fond 

bleu. La bande de dégr<ldation associée à la proMMP-2 humaine <lpparaÎt aux environs de 

72 kDa. Les gels, une fois colorés. ont été numérisés à l'aide cie l'appareil ImageScanner 

chez Amersham Biosciences (Baie-d'Urfé. QC, Canada). L'activité de la proMMP-2 
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humaine a pu, par la suite, être déterminée en mesurant la densité des bandes à l'aide du 

logiciel IPLab Gel Softyvare Sciel1tijic Image Processil1g 2.0a. Finalement, dans le but de 

conserver les gels, ceux-ci ont été séchés entre deux membranes de celJophane. 

2.2.8 Test d'implant de MatrigefTM 

L'utilisation des animaux d'expérimentation s'est déroulée en accord et selon les normes 

et directives établies par le CCPA (Conseil canadien de protection des animaux). De plus, 

dans le but d'obtenir des résultats statistiquement significatifs, quatre souris ont été 

nécessaires pour chacun des quatre groupes de conditions différentes (témoin, FGF-2+VEGF, 

FGF-2+VEGF + Api, FGF-2+VEGF+Lut), et chacune des souris avait deux implants. 

Les tests d'implants de MatrigelH' sont basés sur 1,1 méthode de Passanti (1987) avec 

quelques modifications. D'abord, J'héparine (concentration finale 0,0025 Ulm!) est incubée 

en présence, ou en absence selon les conditions désirées, de FGF-2 (250 ng/ml finale) et de 

VEGF'6.' (200 ng/ml finale) pendant 5 minutes à température ambiante. Les molécules ù 

tester, ou leur vecteur, dans ce cas-ci le DMSO, sont ensuite ajoutés (25 ou 50 f-lM), puis ce 

mélange est complété ~l 700 f-l J avec du phenol-red free Matrigel™ sur glace. Enfin, 500 f-ll de 

cette solution sont ensuite injectés sur les deux flancs, pour une même condition, d'une souris 

Crl:CD 1® Foxn 1nu femelle anesthésiée à l' isoflurane (2 ck/ 1L O2), Après douze jours, les 

souris ont été sacrifiées par inhalation de gaz (mélange 02/C02) et les implants ont été 

prélevés, lavés à J'aide de PBS sans Ca2~lMg2+ froid. photographiés avec une caméra digitale 

Nikon CoolpixH1 5000, puis congelés à -80 oC pour les lests d'J-Ib ou encore conservés dans 

une solution de formaline-phosphate \0 Ck à l'abri de la lumière pour permettre la 

visualisation des microvaisseaux ou les coupes et colorations histologiques. 

2.2.9 Visualisation de la néovascularisalioll des impla/lts 

Dix minutes avant le sacrifice des souris. 200 f-ll d'une solution à 25 mg/ml de FITC­

Dextran (J-ligh moJecular weight (J-IMW, 250-kDa) fluorescently lobeled FITC-dextrctn) de 

Sigma Chemical (St. Louis, MO. USA) ont été injectés dans la veine de queue d'une souris, 
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déterminée aléatoirement, pour chacun des groupes de conditions différentes. Les implants 

onl ensuite été conservés dans un tube ambré jusqu'à ce qu'ils soient transférés dans un pétri, 

puis photographiés sous un microscope à fluorescence (excitation: 490 nm et émission: 

520 nm (fluorescence veI1e)) à l'aide du programme d'analyse d'image Northern Eclipse S,O. 

2.2.10 Dosage de l'hémoglobine 

Les implants de Matrigel™ ont été tout d'abord congelés 1 heure à -80 oc avant d'être 

lyophilisés toute une nuit. Le lendemain, ces derniers ont été pesés, puis réduits en poudre et 

resuspendus dans 400!J 1d'une solution de 0,1 % Triton X-I 00. fis ont ensuite été incubés J 

heure, à température ambiante avec agitation, puis centrirugés à 14 000 g durant 15 minutes. 

Le surnageant a, par la suite, été recueilli dans un nouveau microlube. Une courbe standard 

d'hémoglobine a été réalisée et, ainsi, la concentration en hémoglobine des implants a pu être 

déterminée en mesurant l'absorbance à 405 nm il l'aide d'un lecteur de microplaque 

Molecular Devices (SpectraMax Plus). Celle concentl,ltion est exprimée en !Jg d'Hb/mg 

d'implants lyophilisés. 

2.2.11 Coupes et colorations histologiques 

Les coupes et colorations histologiques des différents implants ont été réalisées par 

l'équipe du Dr Hervé Sartelet de l'Hôpital Sainte-Justine. Il s'agit d'une coloration standard fi 

l' hématoxy Ji ne/éosine/safran. 

2.2.12 ELISA 

Les cellules PASMCs ont été mises en pétris de J 00 mm dans du milieu complet 

SmGM 0J-2, puis elles ont été incubées à 37 oC dans une éIlmosphère humide contenant 5 CJc de 

CO2 jusqu'à ce qu'elles atteignent une confluence de 85-90 o/c. Le milieu a été retiré et 

remplacé par du milieu basal 5mBM additionné de FBS 1 o/c et contenant, sauf pour les 

contrôles, les différents flavonoïdes à une concentrJtion finale de 15 !J M pour une période de 

2 heures. L'ajout du FBS est nécessaire à la stabilité et il la conservation du VEGF. À la suite 
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de ce traitement, les cellules ont été stimulées, ou non, pendant différents temps variant de 1 

heure à 24 heures, à 37°C, avec du PDGF-BB à 20 ng/ml. Ensuite, le milieu de culture a été 

récupéré, puis centrifugé 3 minutes il 1000 rpm, dans le but d'enlever tous les débris 

cellulaires. Finalement, les surnageants ont été aliquotés (1 ml), puis conservés à - 80 oC 

jusqu'à leur utilisation. 

La concentration de VEGF contenue dans le milieu conditionné a été déterminée à l'aide 

d'un test ELISA (enzyme-linked immunosorhenl assay) dit de type « S<:tndwich» avec la 

trousse Quantikine® Human VEGF Immunoassay de chez R&D Systems Inc. (Miinneapolis, 

MN, USA). En bref, 200 fJl du milieu conditionné ont été déposés dans une microplaque de 

96 puits, qui avait préalablement été sensibilisée par le manufacturier avec des étnticorps 

spécifiques au VEGF humain, à laquelle on avait ajouté 50!J 1 par puits de réactif pour 

dilution, tel qu'indiqué dans les instructions du fabricant. Par la suite, la plaque a été incubée 

2 heures à la température de la pièce. Ainsi, si l'échantillon contient des antigènes. soit du 

VEGF, ceux-ci réagissent avec les anticorps primaires fixés ~I la plaque pour former des 

complexes antigène-anticorps (Kindt el al., 2007). Trois lavages ont ensuite été effectués, à 

l'aide de la solution de lavage fournie. dans le but d'éliminer toute substance qui ne s'étélit 

pas 1iée aux anticorps. Pu is, 200 fJ 1d'une solut ion contenant des ant icorps secondai res 1iés à 

une enzyme (peroxydase de raifort) ont été ajoutés dans chacun des puits et la plaque a été 

incubée pour 2 heures à température ambiante. Les anticorps secondaires réélgissent avec un 

épitope différent des antigènes fixés aux anticorps primaires. Ensuite. trois autres lavages ont 

été effectués, puis 200 fJl d'une solution préparée selon les recommandations du fabricant et 

contenant un substrat chromogène ont été ajoutés dans chacun des puits, puis la plaque a été 

incubée 20 minutes à la température de la pièce et ~\ l'abri de la lumière. Les enzymes liées 

aux anticorps secondaires vont cliver le substrat ce qui va générer un produit coloré el 

l'intensité de la couleur de ce produit, après l'ajout de 50 fJl de la solution d'arrêt fournie 

dans la trousse, pourra être mesurée par spectrophotométrie. La quantité d'antigènes, VEGF, 

pourra donc être évaluée pm mesure de la densité optique. puisque celle-ci est 

proportionnelle à la quantité d'enzymes présentes, qui est elle-même proportionnelle à la 

quantité d'élntigènes fixés (Male, 2005). Cette technique est extrêmement sensible et permet 

la détection d'antigènes (VEGF) il des concentrations très faibles. soit de l'ordre du 
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picogramme. La concentration en VEGF des milieux conditionnés a donc pu être déterminée 

en mesurant d'abord l'absorbance à 450 nm, avec un facteur de correction à 540 nm, à J'aide 

d'un lecteur de microplaque Molecular Devices (SpectraMax Plus), puis J'équation de la 

courbe standard a ensuite permis de déterminer la concentration de VEGF contenue dans les 

échantillons. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 LA MIGRATION CELLULAIRE 

Lors de l'angiogenèse lumorale, les cellules musculaires sont <lppelées, par les cellules 

endolhéliales gui sécrèlent du PDGF-BB, ~ aller slabiliser le néovaisseau, lei gue décrit en 

inlroduclion (voir fig. 1.10). Pour y parvenir, elles doivent migrer en direction de ce dernier. 

I.'essai de migr<ltion cellulaire en chambre de type Boyden offre la possibililé de reproduire 

in vilro celte migration cellulai re et, par conséquent, de véri fier si les f1avonoïdes SODI 

capables de l'inhiber. 

3.1.1 Efficacité desjlavonoïdes pour inhiber la migration des PASMCs 

L(I première étape du projet consistail donc à évaluer l'efficacité des f1<lvono'ides pour 

inhiber la migration des PASMCs. Pour ce faire, des lests de migration cellulaire ont été 

réalisés, tel gue décrit dans la section matériel el méthodes, en utilisant comme témoin le 

Gleevec. qui est un inhibileur synthétique ulilisé dans le traitement de certains cancers, 

comme la leucémie myéloide chronique (Ault, 2007) et les tumeurs du stroma gastrointestinal 

(Rubin, Heinrich et Corless, 2007), et dont les mécanismes d'action incluenl l'inhibition du 

récepteur au PDGF. Tout d'abord, l'effet du Gleevec el des f1avonoldes à 5 fJM sur la 

migration des PASMCs a élé mesuré (fig. 3.1). Sur cetle figure, on observe premièrement 

qu'il y <l induction de la migration par le chimioattractant et que le Gleevec (Gle) peUl 

néanmoins J'inhiber <lvec un pourcentage d'inhibition de 99 0'c. On constate également que 

les flavonoïdes, k<lempférol (Kae), lutéoline (Lut), myricétine (Myr) et apigénine (Api), SODI 
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capables d'inhiber cette migration avec un pourcentage d'inhibition respectif de 22 %, 75 %, 

84 % et 95 %. On remarque ainsi qu'une molécule d'origine naturelle comme l'apigénine a 

un effet inhibiteur aussi efficace qu'un composé synthétique utilisé en clinique comme le 

Gleevec. Mentionnons que les flavonoïdes n'ont aucun effet inhibiteur sur la migration basale 

des PASMCs confirmant ainsi qu'ils agissent sur le PDGF (fig. 3.2). Pour connaître les 

détails de la formule utilisée pour calculer le pourcentage d'inhibition, il faut se référer à 

l'appendice A. 

3.1.2	 Inhibition par les flavonoïdes de la migration des PASMCs induite par le PDGF­

BB 

Dans Je but de déterminer la concentration requise afin d'obtenir 50 % d'inhibition 

(l'lC so), d'autres tests de migration cell ulaire ont été réa 1isés pour chacu n des flavonoïdes, 

mais celte fois en utilisant des concentrations croissantes (fig. 3.3 et 3.4). On observe d'abord 

que les effets obtenus sont dépendants de la concentration de f1avonoïdes qui est employée. 

On remarque ensuite que chez les f1avonols les ICso sont très différentes. Sur la figure 

3.3. on voit que kaempférol et myricétine inhibent la migration des PASMCs de 50 % à une 

concentration de 9 flM et 1 ~M, respectivement, et gue l'on relrouve un niveau basal de 

migration à 15 ~M pour kaempférol et 7,5 ~M pour myricétine. La situation pour les deux 

flavones semble être beaucoup plus similaire. On obtient L1ne inhibition de 50 % de la 

migration à 2,0 ~M et 1,5 ~M pour aplgénine et lutéoline, respectivement. Le retour au 

niveau basal est observé à 7,5 flM pour apigénine et 10 f-lM pour lutéoline. 

3.2 L'INVASION CELLULAIRE 

Cette méthode consiste à évaluer le potentiel invasif des cellules musculaires lisses. 

L'adjonction d'une couche de MatrigelHI sur le filtre de séparation d'une chambre de 

Boyden permet d'observer le processus d'invasion puisque les cellules doivent alors digérer 

et traverser le gel. 
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Le MatrigePM est un gel constitué par la membrane basale solubilisée d'une lignée 

carcinomateuse de souris (Kleinman el al., 1982) et il contient donc diverses protéines 

provenant de la matrice extracellulaire (MEC), protéines qui doivent être dégradées duranl 

l'angiogenèse. On y retrouve principalement de la laminine, du collagène de type IV, de 

l'héparan-sulfate, de !'entactine et des protéoglycannes (Grant el al., 1991). 

3.2.1 Inhibition par les flavonoïdes de l'invasion des PASMCs induite par le PDGF-BB 

Pour étudier ce phénomène, des PASMCs ont été ensemencées dans les chambres 

supérieures de migration, recouvertes de Matrigel™ 0,5 mg/ml, à raison de 50 000 cellules 

par chambre. Après une incubation de 2 heures en présence des différents f1avonoïdes, le 

chimioattractant, soit le PDGF-BB, a été ajouté dans la chambre inférieure et l'incubation 

s'est poursuivie 24 heures. 

Les figures 3.5 et 3.6 présentent l'effet des flavonoïdes sur l'invasion des PASMCs 

induite par le PDGF-BB. De prime abord, on remarque que les effets obtenus sont 

dépendants de la concentration de f1avonoïdes qui est employée, comme c'était le cas pour la 

migration. 

On observe que kaempférol et myricéline inhibent l'invasion de 50 Cfc à des 

concentrations de 2,61JM et 0,93 IJM, respectivement, et que l'on retrouve un niveau basal 

d'invasion à 15IJM pour kaempférol et à 5 /lM pour myricéline. Sur la figure 3.6. on note 

qu'il ya une inhibition de 50 % de J'invasion à une concentration d'apigénine de 3,21JM et à 

1,8 IJM pour lutéoline. Le retour au niveau basal s'effectue lorsque l'on emploie des 

concentrat ions de 15 IJM dans les deux cas. 

3.3 ÉTUDE DES MARQUEURS MoLi~cULt\IRES 

L'angiogenèse consiste en l'orchestration d'une multitude de phénomènes de manière 

ordonnée el finement régulée, tel qu'expliqué précédemment. Durant tous ces processus, il y 

a sécrétion de nombreux facteurs de croissance gui vont déclencher plusieurs cascades 
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moléculaires. L'étude des marqueurs moléculaires consiste notamment en l'analyse de la 

phosphorylation des protéines impliquées dans ces différentes cascades. 

Les tlavonoïdes sont déjà très connus pour plusieurs de leurs actions biologiques, par 

exemple pour leur pouvoir antioxydant ou encore leur capacité à inhiber l'agrégation des 

plaquettes. Cette étape du projet visait à déterminer si les effets observés lors des tests de 

motilité cellulaire, migration et invasion, étaient dus à une action des tlavonoïdes sur le 

système PDGFIPDGFR-~ et les différentes protéines de signalisation qu'il active. 

3.3.1 Effets des jlavonoïdes sur la phosphorylatioll du récepteur PDGFR-p 

La première étape de l'étude des marqueurs moléculaires consistait donc inévitablement 

en la vérification des effets des tlavonoïdes sur la phosphorylation du récepteur PDGFR-~. 

La figure 3.7 (A) présente la mise en évidence de la phosphorylation du récepteur ainsi 

que le récepteur lui-même. On note d'abord qu'il y a induction de la phosphorylation 

lorsqu'on stimule les PASMCs avec du PDGF-BB (50 ng/ml) durant 5 minutes. On observe, 

par la suite, qu'il ya une diminution de cette phosphorylation du récepteur PDGFR-~ lorsque 

les cellules sont traitées avec les tlavones, lutéoline et apigénine, et que ces traitements 

n'affectent pas l'expression de la protéine PDGFR-~. 

Afin de caractériser davantage l'action cie ces f1avones sur la phosphorylation du 

récepteur, d'autres tests ont été réalisés, mais cetle fois uvec des concentrations croissantes de 

lutéoline et d'apigénine pour permettre la délerminution de la concentration nécessaire ~I 

J'obtention d'une inhibition de 50 % de la phosphorylation (J']C~o). La figure 3.7, en B et en 

C. présente les résultats obtenus ainsi que leurs quantifications. On observe que les effets 

obtenus sont dépendunts de la concentration de fJavonoïdes qui est employée, comme c'était 

le cas pour la migration et J'invasion La quantification des bandes permet de déterminer que 

l'IC~o pour l'apigénine est de 9 pM alors qu'elle est de 8.S /-lM pour la Jutéoline. 
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3.3.2 Effets des flavonoïdes sur des protéines impliquées dans la signalisation cellulaire 

La liaison du PDGF-BB au PDGFR-~ induit l'activation de molécules intracellulaires 

impliquées dans différentes cascades de signalisation. La protéine kinase ERK et la protéine 

kinase B (ou Akt) font partie des principales protéines <lctivées par la stimulation des 

PASMCs à l'aide du PDGF. C'est d'ailleurs ce que l'on peut observer en A et en B sur la 

figure 3.8 qui présentent les résultats obtenus pour l'étude de la phosphorylation de ces 

di fférentes protéines. Sur chacune d'entre elles on peut constater qu' i1 Y a induction de la 

phosphoryJation, donc activation, des différentes protéines lors de la stimulation au PDGF­

BB. Ensuite, on remarque qu'en présence de l'apigénine et de la lutéoline cette 

phosphorylation est inhibée alors qu'elle n'est pas influencée par la présence du kaempférol 

ou de la myricétine. Dans tous les cas, le niveau endogène d'expression des protéines n'est 

pas affecté confirmant ainsi que les flavonoldes inhibent seulement la phosphorylation et 

n'ont p<lS l'expression de ces protéines. 

Les flavones, apigénine et lutéoline, semblent donc une fois encore être les plus actives. 

Afin de mieux cerner l'action de ces flavones sur la phosphorylation des différentes 

protéines, d'autres tests ont été réalisés à l'aide de concentrations croiss<lntes. De cette façon, 

jJ fut possible de déterminer la concenlration nécessaire à l'obtention d'une inhibition de 

50 % de la phosphoryJation des protéines ERK et Akt (l'ICio). Les figures 3.9 à 3.12 

présentent les résultats obtenus lors de ces tests ainsi que leur quantification. Sur ces figures, 

il est possible de const<lter en tout premier lieu, qu'une fois de plus, les effets obtenus sont 

dépendants de la concentration de flavones qui a été employée. et ce, peu importe qu'il 

s'agisse de la phosphorylation de )<1 protéine ERK oU de la protéine Akl. Pour l'inhibition de 

la phosphorylation de la protéine ERK, on obtient une IC5u de 7 ~M pour l'apigénine et de 

7,75 ~M pour lutéoline, alors que pour la protéine Akt, on obtient respectivement une IC50 de 

7 et 9 ~M. 
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3.4 ZVMOGRAPHIE GÉLATINOLVTIQUE 

Les protéases solubles ont un rôle crucial durant le processus d'angiogenèse. Ce sont elles 

qui vont dégrader la matrice extracellulaire et la membrane basale pour permettre aux cellules 

endothéliales et périvasculaires de se déplacer, par migration ou invasion, en direction de la 

tumeur. Les MMPs, ou métalloprotéases de la matrice extracellulaire, font partie des ces 

protéases solubles. La zymographie est une technique qui permet de localiser une protéine 

par son activité enzymatique. Plus particulièrement, la zymographie gélatinolytique nous a 

permis de mesurer l'activité gélatinolytique présente dans les milieux de culture des cellules 

PASMCs, selon une méthode décrite précédemment (FreJeriks et Mook, 2004; Snoek-van 

Beurden et Von den Hoff, 2005). Brièvement, les protéines contenues dans les différents 

milieux de culture ont été déposées sur un gel SDS/PAGE auquel de la gélatine avait été 

incorporée durant la polymérisation. De celte façon, la gélatine est encapsulée dans le gel et 

elle ne peut migrer. Après la migration des échantillons contenant probablement des MMPs, 

une période d'incubation permet la renaturation des protéines, puis l'expression de leur 

activité protéolytique. Bien que, normalement, les formes zymogènes des MMPs ne soient 

pas actives, le processus de zymographie, par des étapes cie dénaturation et de renaturation, 

leur confère une conformation particulière, qui empêche le pro-peptide de revenir bloquer le 

site actif, ce qui les rend actives et qui offre, par conséquent, la possibilité de visualiser leur 

activité gélatinolytique en zymographie (Springman el al.. 1990). Ainsi, les MMPs peuvent 

dégrader la gélatine et il ne reste plus qu'à colorer le gel, car l'absence de coloration révélera 

les endroits où il y a eu dégradation de la gélatine et donc présence de MMPs. 

3.4.1 Effets des flavones sur la sécrétion de MMPs par les PASMCs 

Afin de mesurer l'activité gélatinolytique des MMPs humaines sécrétées Jans le milieu 

de culture de cellules PASMCs incubées en présence cie concentrations croissantes de 

f1avones, une zymographie en présence de gélatine a été réalisée. La figure 3.13 (A) présente 

les résultats obtenus lors de ce test. Une seule activité gélatinolytique a été observée à un 

poids moléculaire de 72 kDa, ce qui correspond à la forme inactive de la MMP-2, soit la 

proMMP-2. La forme activée. retrouvée normalement à 62 kDa, n'a pas été observée, pas 
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plus d'ailleurs que les formes active et inactive de la MMP-9. Il est possible de constater que 

la présence de concentrations croissantes d'apigénine dans le milieu de culture n'influence 

pas la sécrétion de la proMMP-2 par les PASMCs. En revanche, la lutéoline, elle, réussit à 

inhiber cette sécrétion et ce, en fonction des concentrations qui ont été utilisées. Dans le but 

d'identifier l'lCso, l'activité gélatinolytique de la proMMP-2 a, par la suite, été quantifiée par 

analyse densitométrique. Les résultats de la quantification, présentés sous forme de graphique 

à la figure 3.13 (B), permettent de déterminer que la concentration nécessaire à une inhibition 

de 50 % de la sécrétion de la proMMP-2, par la lutéoline, est de 17 flM. 

3.5 SÉCRÉTION DU VEGF 

Les cellules périvasculaires sont essentielles à la maturation vasculaire. Comme il J'a été 

présenté en introduction, le contact entre cell ules qu'elles établ issent avec les cellules 

endothéliales du néovaisseau contribue à la stabilisation de ces dernières. Or, outre la 

stabilisation par le contact, les cellules périvasculaires vont également sécréter du VEGF pour 

protéger la structure endothéliale de la rupture et de la régression. 11 était donc intéressant 

cJ'aller vérifier si les flavonoïdes influençaient cette sécrétion. 

3.5. J Inhibition par les jlavones de la sécrétion de VEGF par les PASMCs 

La figure 3.14 présente les résultats obtenus lors du dosage, à J'aide d'un test ELISA, de 

la concentration en VEGF des milieux conditionnés de cellules PASMCs incubées en 

présence des flavones et stimulées au PDGF-BB. De prime abord, ce graphique montre qu'il 

ya une induction hautement significative par rapport au témoin non stimulé, de la sécrétion 

du VEGF chez les PASMCs induite par le PDGF-BB. Deuxièmement, cet histogramme 

permet de mettre en évidence l'inhibition de cette induction par la lutéoline et l'apigénine à 

15 flM. On estime que grâce à la lutéoline on ohtient IJne inhibition de SS q de la sécrétion 

cJe VEGF alors que l'apigénine permet de retourner à un niveau basal de sécrétion avec un 

pourcentage d'inhibition de 96 % (voir appendice A pour les détails concernant les calculs du 

pourcentage d'inhibition). 
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3.6 ESSAI DE VIAnILJTÉ 

Toutes les cultures de cellules humaines normales, c'est-à-dire qui ne sont pas 

cancéreuses, connaissent une série de divisions cellulaires aV3nt d'arriver à un point où la 

probabilité de compléter le cycle cellulaire devient très faible. Ainsi, après un certain nombre 

de divisions cellulaires, appelées aussi générations, elles cessent de se multiplier, 3cquièrent 

un phénotype sénescent et finissent par mourir. Il est donc tout à fait normal d'observer un 

nive3u basal de mortalité cellulaire chez des cellules en culture. Toutefois, il était primordial 

de nous assurer que les effets observés in vitro lors des différents tests ne résultaient pas 

d'une toxicité cellulaire qui aurait été induite par la présence des navonoïdes. Par conséquent, 

nous avons réalisé des tests de viabilité cellulaire au bleu de trypan afin de déterminer la 

viabilité cellulaire. 

3.6.1 t-jfets desflavonoïdes les plus actij~' sur la viahilité des PASMCs 

Pour y parvenir, des cellules PASMCs ont été ensemencées dans des pétris de 60 mm, 

puis incubées en présence. ou en absence, d'apigénine et de lutéoline à des concentrations 

finales de 15 et 25 !JM dans du milieu 5mBM® contenant du FBS 0,5 %, et ce, pour une 

période de 24 heures. Les cellules adhérées au pétri ont été récoltées par trypsinisation, puis 

combinées aux ce]luJes flottantes récupérées dans le milieu de culture. Leur viabilité a, par la 

suite, été déterminée à J'aide d'un test d'exclusion illl bleu de trypan. 

Sur la figure 3.15, on remarque, en premier lieu, que peu importe les conditions, la 

viabilité cellulaire dépasse les 75 o/c. En effet, on obtient 12 % de mortalité cellulaire pour le 

témoin alors que pour les cellules traitées la mortalité est de 15 % en présence d'apigénine et 

de 17 o/c en présence de lutéoline. Ces faibles augmentations par rapport au témoin ne sont 

pas considérées comme étant significatives. Des observations similaires ont été observées à 

25!JM où 18 o/c et 24 % de mortalité cellulaire ont été obtenus chez les cellules des groupes 

traités à j'apigénine et la lutéoline, respectivement. À ces concentrations, 1,1 lutéoline semble 

être très faiblement toxique par rapport à l'apigénine. 
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3.7 ÉTUDES IN VIVO 

La figure 3.16 présente les résultats obtenus lors des tests d'implantation de Matrigel™ 

réalisés chez des souris (Crl:CDI® Foxnlnu) selon la procédure décrite dans la section 

matériel et méthodes. Brièvement, des facteurs de croissance tels que le bFGF (ou FGF-2) et 

le VEGF sont introduits dans une solution liquide de Matrigel, qui, après avoir été implantée 

chez l'animal de manière sous-cutanée. se solidifie pour former un implant qui sera 

vascularisé par les cellules de l'hôte. Douze jours plus tard, l'implant a été excisé, puis 

photographié, et on a ensuite procédé à l'évaluation de la néoangiogenèse selon diverses 

techniques, comme la coloration des vaisseaux au FITC-dextran, des coupes et des 

colorations histologiques et la quantification du contenu en hémoglobine de l'implant. 

3.7.1 Inhibition par les jlavones de l'angiogenèse in vivo 

Sur la figure 3.16, en A, on retrouve les photographies des différents implants de 

Matrigel D1 représentant chacune des conditions distinctes, alors qu'en B, on retrouve celles 

des vaisseaux sanguins marqués au FITC-dextran, réalisées à l'aide d'un microscope à 

fluorescence à un grossissement de SOX. Finalement, les coupes histologiques des implants 

colorés à l'aide d'une coloration de type hém<ltoxyline/éosine/safr<ln sont montrées en C à un 

grossissement de 200X. Dans chacun des cas, toutes les photos présentées étaient les plus 

représentatives de celles obtenues et réalisées sur un échantillon statistiquement significatif. 

3.7.1.1 Analyse macroscopique des implants 

En premier lieu, l'observation de l'aspect extérieur des différents implants en A, permet 

de constater que celui ne contenant aucun facteur de croissance (témoin) ne présente pas de 

coloration rosée. Toutefois, on remarque que l'addition de FGF-2 et de VEGF induit une 

forte néovascularisation, tel que démontré par l'apparition de l<l couleur rouge. et que la 

présence des f1avones, apigénine et lutéoline, semble néanmoins pouvoir l'inhiber. 
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3.7.1.2 Marquage des vaisseaux sanguins au FITC-dextran 

Les résultats obtenus en B corroborent ces premières observations visuelles, c'est-à-dire 

que l'on peut distinguer la présence d'un capillaire sanguin mature comportant de nombreux 

embranchements et ramifications dans l'implant où l'angiogenèse a été induite à l'aide du 

FGF-2 et du VEGF. De plus, il est à noter que celte procédure permet d'identifier la présence 

de réseaux de capillaires fonctionnels, puisque pour qu'un capillaire soit marqué avec le 

colorant, celui-ci doit être connecté à la circulation sanguine active et perfusé par celle 

dernière (Ozerdem et Stallcup, 2003). Ceci abonde donc dans le sens de la présence d'un 

réseau fonctionnel dans cet implant. Normalement, Je FITC-dextran est rapidement distribué 

partout dans la circulation sanguine el demeure à l'intérieur des vaisseaux pour plusieurs 

heures (D'Amato, Wesolowski et Smith, J993). C'est ce que l'on peut constater sur celte 

photo, le FITC est demeuré contenu à l"inlérieur du réseau de capillaires, ce qui nous permet 

de bien le discerner. 

Il n'est cependant pas possible de distinguer le même type de réseau dans les implants 

qUI contenaient des flavones. qu'il s'agisse d'apigénine ou de lutéoline. On voit sur les 

photographies que les vaisseaux sont be,lUcoup plus courts, sans ramifications et ne semblent 

pas être matures. De plus, le FITC-dexlran semble avoir diffusé à l'intérieur de l'implant, au 

lieu de demeurer dans la circulalion. ce qui peut laisser croire que les capillaires ne sont pas 

complètement fonctionnels et présentent des signes de perturbations tels des discontinuités, 

des interruptions et même des ruptures qui ont permis au colorant de fuir des capillaires. 

Dans l'implant témoin aucun capillaire n'a pu être observé. 

3.7.1.3 Colorations et coupes histologiques 

Finalement, les images présentées en C sont celles obtenues des coupes histologiques des 

implants, colorés à l'aide d'une coloration de type hématox y1ine/éosine/safran, réal isées par 

le Dr Hervé Sartelet, médecin au département de pathologie du CHU Sainte-Justine, et son 

équipe. Sur ces images la présence de petits c<lpillaires sanguins est indiquée par une tlèche. 



74 

La coloration à J'hématoxyline/éosine/safran (HES) est une coloration de routine dite 

trichromique, c'est-à-dire que dans une première phélse, la chromatine contenue dans les 

noyaux cellulaires est colorée avec une solution d'hématoxyline, et les nOYélux apparaissent 

donc bleus, violet foncé ou noirs. Ensuite, il y a une phase de contre-coloration à l'aide d'un 

colorant au xanthène (éosine ou érythrosine B). Le cytoplasme, le collagène, la kératine et les 

érythrocytes sont alors colorés en rouge. Quant au Sélfran, c'est un colorant naturel anionique 

capable de se fixer sur des structures acidophiles lâches telles que les fibres de collagène, leur 

donnant alors une coloration jaune. Ce type de coloration permet la mise en évidence des 

noyaux et du cytoplasme des cellules ainsi que des fibres de collagène (Grignon, 2003). 

Sur les images, la combinaison de l'éosine et du safran donne une coloration rosée au 

MatrigeP'M alors que l'hématoxyline colore les hématies cn rouge ou fuchsia et les noyaux 

cellulaires en bleu foncé ou violet. Ainsi, un point bleu ou violet signale la présence d'une 

cellule et, bien qu'un marquage cellulaire spécifique n'ait pas été effectué, il est possible de 

déduire, d'élprès leur localisation et leur morphologie. de quellype cellulaire il s'agit. 

On constate, de prime abord, que pour l'implant Ile contenant aucun facteur de croissance 

(témoin), aucune structure capillaire n'a été détectée. Toutefois. on remarque la présence de 

points violets qui indique qu'il y a des cellules et, d'après la morphologie et la localisation de 

ces dernières, on peut penser qu'il s'agit de fibroblastes. On remarque, ensuite, comme c'était 

le cas lors de l'observation macroscopique des implants. que l'addition de FGF-2 et de VEGF 

induit une forte néovasculariséltion que la présence des navones. apigénine et lutéoline, 

inhibe. On distingue en effet sur lél coupe histologique de l'implant OL] l'angiogenèse a été 

induite à l'élide du FGF-2 et du VEGF, la présence de 4 capillaires sclllguins, bordés par des 

cellules endothéliales et contenant des hématies. Dans l'implant contenant de l'apigénine on a 

relevé la présence de 2 petits capillaires alors qu'aucune structure capillaire n'a été détectée 

dans J'implant qui contenait de lél lutéoline. Néanmoins, on peut noter la présence de cellules 

de morphologie un peu plus allongée et triangulaire. probablement des fibroblastes. à 

l'intérieur du Matrigel™. et ce, pour chacun des implants. JI félut mentionner cependant qu'on 

ne peut comparer directement le nombre de vaisseaux contenus dans les implants traités à 
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l'apigénine versus à la IUléoline, car la concentration de ces composés dans les implants est 

différente. En effet, à 25 f-IM aucun effet de la lutéoline n'a été observé sur la 

néovascularisation comparativement à l'apigénine. 

3.7.2 Quantification de l'angiogenèse 

La quantification du niveau d'hémoglobine (Hb) dans chacun des implants permet 

d'évaluer de manière quantitative la néovascularisation induite par l'angiogenèse. La figure 

3.17 montre que dans les implants contenant des f1avones, l'angiogenèse a été inhibée à plus 

de 63 % par l'apigénine à 25 f-IM et 84 % par la lutéoline à 50 f-IM. 
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Figure 3.1 : Efficacité des f1avonoïdes en comparaison à un inhibiteur synthétique de 
l'angïogenèse, le Gleevec, sur la migration des PASMCs induite par le PDGF-BB. Les 
cellules ont été ensemencées à raison de 50 000 cellules par chambre de Boyden puis elles 
ont été prétraitées, ou non, 2 h avec les différents flavonoïdes ou le GJeevec à une 
concentration finale de 5 flM, étape suivie d'une stimulation de 3 h au PDGF-BB (J a ng/ml). 
Les cellules qui ont traversé le filtre recouvel1 de gélatine 0,15 o/c ont été colorées et 
comptées à l'aide du logiciel Northern Eclipse. Les valeurs obtenues représentent la moyenne 
des résultats de trois expériences indépendantes. Un test de 1 a été effectué, "'p < 0.05: **'p < 
0,0 1 étant considéré statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF-BB; 
écart-type ± SEM. 
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Figure 3.2: Effets des navonoïdes sur le niveau basal de migration des cellules 
PASMCs. Les cellules ont été ensemencées à raison de 50 000 cellules par chambre de 
Boyden puis elles ont été traitées, ou non, 5 h avec les différents flavonoïdes. Les cellules qui 
ont traversé le filtre recouvert de gélatine 0,15 'le ont été colorées et comptées 8 l'aide du 
logiciel Northern Eclipse. Les valeurs obtenues représentent la moyenne des résultats de trois 
expériences indépendantes; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.3 : Inhibition par les llavonols, kaempférol et myricétine, de la migration des 
PASMCs induite par le PDGF-BB. Les cellules ont été traitées selon la procédure décrite à 
la figure 3.1. avec comme seule différence que des concentrations croissantes de flavonols 
ont été utilisées. Les valeurs obtenues représentent la moyenne des résultats de quatre 
expériences indépendantes. Un test de 1 a été effectué, "'p < 0,05; **p < 0,01 étanl considérés 
statistiquement significatif par rappoI1 au témoin stimulé au PDGF-BB; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.4: Inhibition par les navones, aplgenme et luléoline, de la migration des 
PASMCs induite par le PDGF-BB. Les cellules ont été traitées selon la procédure décrite à 
la figure 3.1, avec comme seule différence que des concentrations croissantes de f1avones ont 
été utilisées. Les valeurs obtenues représentent la moyenne des résultats de trois expériences 
indépendantes. Un test de 1 a été effectué, *p < 0,05; **p < 0,0 1; *"'*p < 0,00 J étant 
considérés stalistiquement significatif par rapport au témoin stimulé élU PDGF-BB): écart­
type ± SEM. 
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Figure 3.5: Inhibition par les f1avonols, kaempférol et myricétine, de l'invasion des 
PASMCs induite par le PDGF-BB. Les cellules ont été ensemencées à raison de 50000 
cellules par chambre de Boyden puis elles ont été prétraitées, ou non, 2 h avec des 
concentrations croissantes des différents f1avonols, étape suivie d'une stimulation de 24 h au 
PDGF -BB (lOng/mI). Les cellules qui ont traversé le filtre recouvert d'une solution de 
0,5 mg/ml de Matrigell M ont été colorées et comptées à l'aide du logiciel Northern Eclipse. 
Les résultats sonl exprimés en pourcentage par rapport au témoin stimulé au PDGF-BB. Les 
valeurs obtenues représentent la moyenne des résultats de cinq expériences indépendantes. 
Un test de 1 a été effectué, "p < 0,05; "''''p < 0,01; """"'p < 0,00 1 étant considérés 
statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF-BB: éCati-type ± SEM. 
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Figure 3.6: Inhibition par les flavones, aplgenme et lutéoline, de l'invasion des 
PASMCs induite par le PDGF-BB. Les cellules ont été traitées selon la procédure décrite à 
la figure 3.5. Les valeurs obtenues représentent la moyenne des résultats de quatre 
expériences indépendantes. Un test de 1 a été effectué, *p < 0,05: :;*p < 0.01; ""''''p < 0,001 
étant considérés statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF-BB); 
écart-type ± SEM. 
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Figure 3.7: Inhibition par les flavonoïdes de l'induction de la phosphorylation du 
récepteur PDGFR-p par le PDGF-BB chez les PASMCs. (A) Des cellules PASMCs ont 
été incubées dans du milieu 0,5 % sérum en présence, ou en absence, de flavonoïdes (15 !-lM) 
durant 24 heures. Les cellules ont, ensuite, été stimulées au PDGF-BB (50 ng/ml; 5min) et 
lysées tel que décrit dans la section matériel et méthodes. Les protéines ont été 
immunoprécipitées à l'aide d'un anticorps spécifique anti-PDGFR-~ puis déposées sur un gel 
d'électrophorèse SDS-PAGE. Le niveau de phosphorylation du récepteur a pu être déterminé 
suite à un immunobuvardage de type Western et d'une immunodétection (ID) avec l'anti­
Tyr(P) (PY99). Une re-détection a ensuite été effectuée à l'aide de l'anticorps anti-PDGFR-~ 

pour visualiser le récepteur. Les PASMCs ont été traitées avec des concentrations croissantes 
d'apigénine (B) ou de lutéoline (C). Représentation graphique de la quantification des 
différentes bandes réalisée à l'aide du logiciel IPLab. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage du témoin des ratios PY99IPDGFR. Un test de t a été effectué, *p < 0,05; **p < 
0,01 étant considérés statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF-BB; 
écart-type ± SEM. 
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Figure 3.8 : Inhibition par les flavonoïdes de l'induction de la phosphorylation de deux 
protéines intracellulaires, ERK et Akt, par le PDGF-BB chez les PASMCs. Des cellules 
PASMCs ont été incubées dans du milieu 0,5 % sérum en présence, ou en absence, de 
flavonoïdes (15 flM) durant 24 heures. Les cellules ont, ensuite, été stimulées au PDGF-BB 
(50 ng/ml; 5min), lysées, puis des lysats cellulaires ont été préparés, tel qu'indiqué dans la 
section matériel et méthodes. Les formes phosphorylées de la protéine ERK ont pu être 
visualisées par immunodétection (ID) avec l'anti-phospho-p44/42 MAPK (Thr 202ITyr 204). 
Une re-détection a ensuite été effectuée à l'aide de l'anticorps anti-p44/42 MAPK pour 
visualiser la protéine. (C) La forme phosphorylée de la protéine Akt a pu être visualisée avec 
l'anti-phospho-Akt (Ser 473). Une re-détection a ensuite été effectuée à l'aide de l'anticorps 
anti-Akt (pan) pour visualiser la protéine. Les figures présentées ici étaient les plus 
représentatives de celles obtenues pour trois expériences distinctes. 
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Figure 3.9: Inhibition par l'apigénine de l'induction de la phosphorylation de la 
protéine ERK par le PDGF-BB chez les PASMCs. (A) Les cellules ont été traitées selon la 
procédure décrite à la figure 3.8. (B) Représentation graphique de la quantification des 
différentes bandes réalisée à l'aide du logiciel IPLab. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage du témoin des ratios pERKIERK. Un test de t a été effectué, *p < 0,05; ***p < 
0,001 étant considérés statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF­
BB; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.10: Inhibition par la lutéoline de l'induction de la phosphorylation de la 
protéine ERK par le PDGF-BB chez les PASMCs. (A) Les cellules ont été traitées selon la 
procédure décrite à la figure 3.8. (B) Représentation graphique de la quantification des 
différentes bandes réalisée à ['aide du logiciel IPLab. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage du témoin des ratios pERK/ERK. Un test de t a été effectué, **p < 0,01 étant 
considéré comme étant statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF­
BB; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.11: Inhibition par l'apigénine de l'induction de la phosphorylation de la 
protéine Akt par le PDGF-BB chez les PASMCs. (A) Les cellules ont été traitées selon la 
procédure décrite à la figure 3.8. (B) Représentation graphique de la quantification des 
différentes bandes réalisée à l'aide du logiciel IPLab. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage du témoin des ratios pAkt/Akt. Un test de t a été effectué, **p < 0,01; ***p < 
0,001 étant considérés statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF­
BB; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.12: Inhibition par la lutéoline de l'induction de la phosphorylation de la 
protéine Akt par le PDGF·BB chez les PASMCs. (A) Les cellules ont été traitées selon la 
procédure décrite à la figure 3.8. (B) Représentation graphique de la quantification des 
différentes bandes réalisée à l'aide du logiciel IPLab. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage du témoin des ratios pAktiAkt. Un test de t a été effectué, *p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001 étant considérés statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au 
PDGF-BB; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.13 : Inhibition par les tlavones, apigénine et lutéoline, de l'excrétion par les 
PASMCs de la proMMP-2 dans le milieu de culture. (A) Des cellules PASMCs 
quiescentes ont été incubées dans du milieu sans sérum en présence, sauf pour le témoin, de 
flavones, à des concentrations finales croissantes, pour une période de 18 à 20 h. Le milieu de 
culture a, par la suite, été récolté, puis la sécrétion de la proMMP-2 dans ce milieu par les 
cellules musculaires lisses a été mesurée par zymographie-gélatinolytique (voir matériel et 
méthodes). La figure présentée ici était la plus représentative de celles obtenues pour trois 
expériences distinctes. (B) Représentation graphique de la quantification des différentes 
bandes obtenues pour la lutéoline réalisée à l'aide du logiciel IPLab. Les résultats sont 
exprimés en % de sécrétion par rapport au témoin stimulé. Un test de 1 a été effectué, *p < 
0,05 étant considéré statistiquement significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF-BB; 
écart-type ± SEM. 
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Figure 3.14 : Inhibilion par les flavones, luléo!ine el apigénine, de la sécrélion de VEGF 
par les PASMCs slimulées au PDGF-BB. Les cellules ont été incubées dans du milieu 
contenant 1 % de sérum FBS en présence, ou en absence, des flavones à 15 flM durant 2 h, 
étape suivie d'une stimulation de 24 h au PDGF-BB (20 ng/ml). Le milieu a ensuite été 
récolté et le niveau de VEGF présent a été évalué par un test ELISA (voir matériel et 
méthodes). Un test de 1 a été effectué, *p < 0,05; **p < 0,01 étant considérés statistiquement 
significatif par rapport au témoin stimulé au PDGF-BB; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.15: Effets des Oavonoïdes les plus actifs sur la viabilité des PASMCs. Des 
cellules PASMCs quiescentes ont été traitées, ou non, avec les f1avones, apigénine et 
lutéoline, ù des concentrations finales de 15 flM et de 25 /lM. Les cellules adhérées au pétri 
ont été récoltées par trypsinisation puis combinées aux cellules f1011antes récupérées dans le 
milieu de culture. Leur viabilité a, par la suite, été déterminée à l'aide d'un test d'exclusion 
au bleu de trypan. Le pourcentage des cellules vivantes et mortes est exprimé en fonction du 
nombre total de cellules pour chaque condition. Un test de 1 a été effectué, "'P < 0,05 étant 
considéré statistiquement significatif par rapport au témoin; écart-type ± SEM. 
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Figure 3.16 : Inhibition de l'angiogenèse in vivo par les flavonoïdes les plus actifs. Le 
Matrigel™ (500 fll) contenant de l'apigénine ou de la lutéoline, du FGF-2 (250 ng/ml), du 
VEGF (200 ng/ml) et de l'héparine (0,0025 U/ml) a été injecté sur les 2 flancs de souris 
(CrI:CDI® Foxnlnu) afin de former un implant solide. Après 12 jours, pour chacun des 4 
groupes, 200 fll d'une solution à 25 mg/ml de FITC-Dextran ont été injectés dans la veine de 
queue d'une souris déterminée aléatoirement. Les souris ont ensuite été euthanasiées par 
inhalation de gaz (mélange 02/C02) et les implants de Matrigel™ excisés. (A) Implant de 
Matrigel™. (B) Vaisseaux sanguins marqués au FITC-Dextran (grossissement SOX) 
(C) Coupes histologiques d'implants colorés avec hématoxyline/éosine/safran (grossissement 
200X). Les flèches indiquent les vaisseaux sanguins. L'agrandissement du vaisseau sanguin 
est de 1,5 X l'image initiale. 
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Figure 3.17: Quantification de l'angiogenèse réalisée à l'aide du dosage du niveau 
d'hémoglobine présent dans chacun des implants. Les implants de Matrigel™ excisés ont, 
tout d'abord, été congelés 1 h à -80 oC avant d'être lyophilisés toule une nuit. Ils ont par la 
suite été réduits en poudre et la concentration d'hémoglobine a été détenninée tel que détaillé 
dans la section matériel et méthodes. Celle concentration est exprimée en Ilg d'Hb/mg 
d'implant lyophilisé qui contenait au départ de l'apigénine (25 IlM) ou de la lutéoline 
(50 J.1M). Un test de 1 a été effectué, "*><p < 0,001 étant considéré statistiquement significatif 
par rapport au lémoin stimulé: écart-lype ± SEM. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Publié à l'occasion d'une conférence internationale Je 2 novembre 2007, un rapport 

d'expert commandé par le Fonds Mondi<.ll de Recherche contre le Cancer et l'American 

lnstitute for Cancer Research parvenait <.lU même constat que de nombreuses autres études 

épidémiologiques: les habitudes de vie, et tout particulièrement J'alimentation, sont 

responsables de plus du tiers des nouveaux cas de cancer ch8que année. Autrement dit, notre 

mode de vie favorise davantage l'apP8rition du cancer que les f<lcteurs hérédit<lires. Fort 

heureusement, il nous est possible de modifier notre alimentation et notre mode de vie 

contrdirement à notre bagage génétique. La modific8tion du régime alimentaire de manière à 

intégrer certains aliments constituant des sources de molécules anticancéreuses représente 

donc une des meilleures armes actuellement à notre disposition pour lutter contre le cancer. 

A cet égard. des données épidérniologiques indiquent qu'une consommation accrue de 

fruits et légumes joue un rôle prépondérant dans la réduction des cas de Gmcer. Or, la 

contribution de la majorité de ces composés demeure totalement inconnue. L'ident ification et 

la caractérisaI ion de leur mode d'action revêtent donc une importance capitale. C'est donc 

dans ce c8dre que s'inscrit notre projet de recherche qui vise à caractériser les propriétés 

antiangiogéniques de qU<.ltre molécules (voir tab!. 1.2), <lppartenant à la gr<lnde famille des 

fiavonoïdes, omniprésentes dans notre alimentation et ce, dans un contexte stratégique 

d'inhibition de la stabilisation des néovdisseaux p8r les cellules périvélsculaires. 
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4.1 LA MOTILITÉ CELLULAIRE 

La migration et l'invasion cellulaire sont des processus primordiaux lors du phénomène 

d'angiogenèse tumorale. Nous avons donc, tout d'abord. voulu savoir si les molécules 

sélectionnées de la famille des flavonoïcles étaient capables d'inhiber la migration et 

l'invasion des cellules périvasculaires, les empêchant, par le fait même, d'aller stabiliser le 

néovalsseau. 

Nous avons débuté la caractérisation des propriétés antiangiogéniques de ces molécules 

en effectuant des tests de migration en chambre de type Boyden. En tout premier lieu, nous 

désirions déterminer l'efficacité des f1avonoùJes J inhiber la migration des PASMCs induite 

par le PDGF-BB. Les résultats obtenus onl permis de démontrer que parmi les flavonoides 

sélectionnés, la myricétine ainsi que les flélvones, apigéninc et lutéoline, parviennent à inhiber 

la migration cellulaire des PASMCs avec des pourcentages d'inhibition respectifs de 84 Cfc, 

95 % et 75 %. Le Gleevec, lui, atteint un pourcentage d'inhibition avoisinant 99 o/c, ce qui 

correspond à ce qui était altendu. considérant qu'il s'agit d'un inhibiteur spécifique du 

PDGFR (Capdeville el al., 2002). Ces résultats nous permettent donc de conclure que parmi 

ces molécules d'origine nutritionnelle. abondanlcs dans noire alimentation. les flavones, 

apigénine et lutéoline, ainsi que myricétine possèdcnl une activité d'inhibition dela migration 

similaire à celle d'un médicament synthétique extrêmement efficace utilisé dans le traitement 

de certains cancers comme les leucémies myéloïdes chroniques. Dans le but de s'assurer que 

les effets observés n'étaient pas dus à la loxicité des molécules étudiées, des lests de viabilité 

cellulaire ont été réalisés el ils ont indiqué que les effets obtenus ne résultent pas d'une 

toxicité induisant la mortalité cellulaire. 

En second lieu, des tests de migration ont été réalisés, mais celte fois, sans l'induction de 

la migration. De cette manière, nous voulions nous assurer que les f1avonoïdes n'affectaient 

pas le niveau basal de migration des PASMCs. et c'est effectivement le cas. Ainsi, on peut 

inférer que les flavonoldes inhibent spécifiquement l'induction de la migration par le PDGF­

BB, ce qui est d'autant plus important puisque lors du rrocess\ls d'angiogenèse, c'est le 

PDGF-BB qui recrute les cellules périvasculaircs. De plus, ce résultat nous permet de déduire 
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que la capacité et le potentiel migratoire des cellules PASMCs ne sonl pas alï"eclés, puisque 

ces dernières possèdent toujours un niveau basal de migration. Par contre, l'induction de cette 

migration par le PDGF-BB, elle, est inhibée. 

Les résultats obtenus à l'aide des tests réalisés avec des concentrations croissantes de 

flavonoïdes ont permis de mettre en évidence une différence marquée d'efficacité à inhiber 

l'induction de la migration par le PDGF-BB entre les molécules kaempférol et myricétine qui 

fonl toutes deux parties de la sous-classe des f1avonols. On constate qu'il faut neuf fois la 

concentration en kaempférol pour réussir ~l obtenir la même inhibition que celle obtenue avec 

myricétine. Contrairement aux flavonols, les comportements de l'apigénlne et de la lutéoline 

par rapport à l'inhibition de l'induction de la migration sont sensiblement les mêmes, 

Concrètement, on obtient une IC;o de 2 flM pour l'apigénine et de 1,5 flM pour lutéoline, ce 

qui est très intéressant puisque les concentrations plasmatiques de f1avonoïdes retrouvées 

avec la consommation quotidienne de fruits et de légumes peuvent atleindre l'ordre du 

micromolaire (Manach et Donovan, 2004). Étrangement, l'efficacité de la myricétine 

s'apparenle plus à celles obtenues pour les tlavones. Par ailleurs, il est il noter que, peu 

importe la molécule, la réponse d'inhibition est dépendante de la concentration qui a été 

utilisée. 

Ces résultais se reconfirment lors des lests d'invasion cellulaire, oü, une fois encore, 

myricétine et kaempférol présentent un comportement distinct l'une de l'autre, alors que les 

fiavones, quant à elle, ont un comportement similaire. Malgré tout. la tendance générale qui 

s'en dégage demeure la même, soit une inhibition de linvasion cellulaire en fonction de la 

concentration utilisée. Les f1avonoïdes semblent être plus efficaces que ce à quoi nous nous 

attendions. En effet, il avait été démontré précédemment. par Fotsis el ses collnborateurs 

(1997), que les tlavonoïdes inhibaient l'invasion cellulaire de cellules endothéliales de 

diverses lignées avec une IC so de l'ordre des dix micromoJaires et nous obtenons des valeurs 

deux fois moins élevées. 

Durant les tests d'invasions cellulaires, les cellules doivent digérer et traverser la 

couche de MatrigelD1 qui recouvre le filtre de la chambre de Boyden. Les résultats obtenus 
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lors de ces tests indiquaient que les flavonoïdes empêchaient les cellules Je Jigérer Je gel. 

Ainsi, puisque l'interaction des cellules périvasculaires avec la matrice extracellulaire el le 

remodelage de cette dernière sont des processus importants impliqués dans la motilité 

cellulaire, nous nous y sommes donc intéressés uavantage. 

Pour permettre la motilité cellulaire lors du processus d'angiogenèse, il doit y avoir 

dégradation de la matrice extracellulaire par des protéases solubles. Les MMPs font partie de 

ces protéases solubles. Les deux membres de la famille des gélatinases (MMP-2 et MMP-9) 

jouent un rôle prépondérant dans la migration des cellules endothéliales et périvasculaires 

lors de la cascade angiogénique. Elles peuvent aussi réguler la biodisponibilité de certains 

facteurs angiogéniques attachés à la matrice extracellulaire el, du coup. influencer 1<1 motilité. 

Durant cette étude, nous avons évalué la capacité des f1avoncs à inhiber la sécrétion ues 

gélatinases chez les PASMCs. Seule l'activité gélatinolytique de la proMMP-2 a pu être 

observée ce qui correspond aux résultats préalablement obtenus par Cheng et ses 

collaborateurs (2005a) ainsi que par Kanda et son équipe (2000) dans différentes lignées de 

cellules musculaires lisses. De plus, parmi les fJavones testées, seule la lutéoline a démontré 

une capacité à inhiber la sécrétion de la proMMP-2 avec une IC5U de 17 pM. Ce résultat 

suggère que la lutéoline et l'apigénine utilisent des moyens différents pour inhiber l"invasion 

cellulaire. De plus, puisque les tests de cytotoxicité ne démontrent pas une hausse importante 

de mortalité cellulaire à 2S I1M et que l'effet d'inhibition de la sécrétion de la proMMP-2 

observé suit une tendance dépendante de la concentration de lutéoline utilisée, nous pouvons 

donc affirmer que de 0 à 2S I1M l'effet inhibiteur ne semble pas relié directement il L1ne 

toxicité cellulaire. 

4.2 LA SIGNALISATION CELLULAIRE 

.Jusqu'à présent, les flavonoïdes semblent inhiber spécifiquement les actions induites pélr 

la stimulation des PASMCs au PDGF (migration. invasion) en n'affectant pas le niveau basal, 

ce qui suggère qu'ils agissent sur le récepteur PDGFR. De plus, on retrouve un niveau 

d'efficacité d'inhibition de la migration cellulaire similélire ;1 celui obtenu avec le Glecvcc. Le 

Gleevec est un dérivé 2-phényI-amino-pyrimidine qui empêche l'activation du PDGFR en 
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bloquant sa phosphorylation. Le PDGFR étant un RTK, il est activé en étant phosphorylé 

lorsqu'il se lie à son ligand. Le Gleevec compétitionne pour le site de liaison de l'ATP, qui 

constitue le donneur de groupements phosphates, groupements qui sont nécessaires à la 

phosphoryJation du PDGFR (Rocha, Azevedo et Soares, 2007). Toutes ces informations nous 

ont donc permis d'émettre l'hypothèse que les f1avonoïdes pouvaient avoir une action sur la 

phosphorylation de ce récepteur. 

Pour confronter cette hypothèse à la réalité, il s'imposait donc inévitablement de réaliser 

l'étude de marqueurs moléculaires. Les résultats montrent que parmi les f1avonoïdes testés, 

seules les flavones ont la capacité d'inhiber la phosphorylation du récepteur. Suggérant qu'il 

y aurait peut-être un lien entre la structure des f1avones, par rapport à celle des tlavonols. et 

leurs effets surie récepteur. Mentionnons que la distinction majeure en ces deux sous-classes 

de flavonoïdes est la présence d'un groupement hydroxy en R~ (voir tab!. 1.2). 

Des études comparatives entre la structure et la fonction de plusieurs llavonoïdes ont 

d'ailleurs déjà rapporté des observations similaires quant à la relation entre la fonction 

biologique et la structure des f1avonoïdes. En effet, des études réalisées dans un modèle 

cellulaire provenant d'un mélanome humain (A-43 1) ont mis en évidence que la présence 

d'un double lien en C2-C3 et de deux groupements hydroxyles en position :r et 4' sur 

l'anneau B permettaient d'obtenir le maximum d'activité biologique (Fotsis el 01., 1997). 

Dans cette étude, ils expliquent leurs résultats en indiquant que la présence du double lien 

permet de s'assurer que les anneaux B et C seront dans le même plan, ce gui leur conférerait 

une accessibilité au site actif des différentes kinases. De plus. ils mentionnent que les 

groupements hydroxyles pourraient être responsables de linhibition de l'activité kinasique. 

Or, des études plus détaillées dans notre modèle cellulaire et sur plusieurs tlavonoïdes de 

sous-classes di fférentes seraient requises pour permettre d'élucider la relat ion entre la 

structure et la fonction impliquée dans l'élctivité biologique d'inhibition de la phosphorylation 

du PDGFR. Cependant, il s'agit d'une avenue fort intéressante. 

Afin de caractériser davantage J'action des flavones sur la phosphoryhllion du récepteur, 

d'autres tests ont été réalisés et ont montré que l'inhibition de la phosphoryJation est 
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dépendante de la concentration utilisée. De plus, les résultats indiquent que pour inhiber à 

50 % la phosphorylation du PDGFR, des concentrations similaires d'apigénine et de 

lutéoline, 9 flM et 8,5 flM respectivement, ont été requises. Ces effets sont d'autant plus 

intéressants qu'on rapporte dans la littérature que dans une lignée de cellules musculaires 

lisses d'aorte de rat (RASMCs), la forme glycosylée de la lutéoline, soit lutéoline 7­

glucoside, ne parvient pas à inhiber la phosphorylation du PDGFR alors que la forme non 

glycosylée y parvient. Or, pour ce faire, cela nécessite l'emploi de concentrations supérieures 

à 25 flM (Kim el al., 2005b; Kim el al., 2006). 

Nos résultats et ces informations nous permettent donc de spéculer que la structure et la 

forme, glycosylée ou non, peuvent avoir de grandes répercussions sur le potentiel d'action de 

ces molécules. Ils nous permettent également de conclure que les f1avones sélectionnées sont 

hautement efficaces sur les cellules musculaires lisses humaines (PASMCs) puisque leurs 

effets sont observés à des concentrations dix fois moins élevées que ceux rapportés dans la 

littérature. Toutefois, des effets similaires ont été observés délns des lignées de cellules 

musculaires lisses humaines, en présence de différents polyphénols el de catéchines, tel 

l'acide ellagique (Labrecque el al., 2005; Sachinidis el al., 2002). 

De plus, mentionnons que la littérature foisonne de données en ce qui a trélit à l'inhibition 

de divers récepteurs de type RTK par les f1avonoïdes et ce, dans de nombreuses lignées 

cellulaires (Teillel el al., 2007). En effet, dans notre laboratoire, il a été démontré que l'acide 

ellagique inhibe la phosphorylation du VEGFR dans une lignée cellulaire endothéliale 

provenant d'aol1e bovine (BAEC). De plus, Huang et ses collaborateurs ( 1999) ont démontré 

que la lutéoline parvenait à inhiber l'EGFR avec une 1(,'0 de 20 pM dans une lignée cellulaire 

de cancer de la peau, les A431. Une autre étude réalisée par Fang et son équipe (2007) a 

également démontré que dans une lignée cellulaire de cancer de la proslate (PC-3), la 

lutéoline parvenait à inhiber la phosphorylation des récepteurs IGF-l Ret EGFR. 

L'hypothèse lél plus plausible pour expliquer l'inhibition des RTK par les f1avonoïdes est 

que la structure des flavonoïdes leur permettrait de mimer la portion Cldénine de l'ATP et 

ainsi compétitionner pour le site actif des récepteurs, un peu comme le félit le Gleevec pour 
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inhiber la phosphorylation du PDGFR. Nous pouvons donc supposer que l'élpigéninc ct la 

lutéoline pourraient, elles aussi, agir de la sorte pour bloquer la phosphorylation du PDGFR. 

Suite à l'activation du récepteur, de nombreuses voies de signalisation intracellulaire sont 

act ivées et, parmi celles-ci, les voies des protéines kinases act ivatrices des voies 

mitogéniques (MAPK) et de la protéine Akt constituent les principaux relais de transmission 

des signaux induits par les facteurs de croissance. 

Parmi la famille des MAP kinélses, les protéines ERK 1/2 sont particulièrement reconnues 

pour leurs rôles dans la migration cellulaire (Huang, Jacobson et Schaller, 2004). Nous avons 

donc décidé d'aller vérifier si les navonoïdes pouvaient avoir une élction sur ces dernières. 

Les résultats obtenus corroborent ceux obtenus précédemment pour le PDGFR, en ce sens Ol! 

les f1avones sont parvenues à inhiber de façon similélire la phosphorylation des protéines 

ERK 1/2 induite par le PDGF-BB, car les IC;o obtenus sont de 7 et de 7.5 IJM pour 

l'apigénine et la lutéoline, respectivemenl. Une fois de plus, les flavonols n'ont pas montré 

d'effet à cet égard. 

Les effets obtenus pour les protéines ERK ont ouvert la porte à l'exploration d'autres 

voies de signalisation activées par le PDGFR, comme la vOie P13K-Akl. La protéine Akt, 

comme les protéines ERK, est reconnue pour son rôle dans l'activation de différents 

modulateurs ayant des fonctions de régulation de nombreux processus cellulaires. tel 

l'angiogenèse. Nous avons observé que seules les tlavones inhibent de façon similaire la 

phosphorylation de la protéine Akt induite par la stimulation au PDGF-BB avec des IC;(J de 7 

et 9 IJM pour apigénine et lutéoline, respectivemenl. 

Dans l'ensemble, les IC;o calculées pour apigénine et lutéoline concernélllt ERK et Akt 

sont également similaires à celles calculées pour le récepteur au PDGF et nous pouvons donc 

inférer que l'inhibition de l'activation du récepteur empêche l'activation subséquente des 

voies de signalisation qu'il activerait normalement, suggérant que le mécanisme par lequel 

les navones affectent la motilité des cellules périvasculaires fait intervenir le récepteur au 

PDGF. Ces résultats abondent dans le même sens que la lillérature. En effet, il a déjà été 
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démontré que certains tlavonoïdes peuvent inhiber la migration, l'invasion et la sécrétion de 

MMPs dans différentes lignées cellulaires en bloquant l'activation de récepteurs de type RTK 

et, par le fait même, l'activation de leurs différents substrats, notamment les protéines ERK et 

Akt. Par exemple, Lee et ses collaborateurs (2006) rapportaient que la lutéoline inhibe la 

migration et l'invasion cellulaire induites par le HGF dans une lignée cellulaire d'hépatome 

humain (HepG2) en inhibant l'activation du récepteur c-Met et ses voies de signalisation, en 

J'occurrence les protéines ERK et Akt. De plus, il a été démontré (Lindenmeyer el al., 2001) 

que l'apigénine pouvait inhiber la prolifération et la migration de cellules de cancer du sein, 

les MDA-MB-23J, et qu'elle parvenait également à inhiber leur invasion en bloquant 

l'activation de la voie PI3KJAkt (Lee el al., 2008). Évidemment, il serait intéressant d'étudier 

également l'effet de ces molécules sur d'autres voies de signalisation induites par Je PDGF. 

4.3 ÉTUDE DE L'EFFET PROTECTEUR ET STABILISATEUR DES PASMCs 

Bien que les flavones aient montré une très grande efficacité il inhiber le processus de 

motilité cellulaire, il serait utopique de croire qu'elles (lrrivent il empêcher la totalité des 

cellules pélivasculaires de rejoindre le néovaisseau pour le stabiliser. Ainsi, on peut penser 

qu'il y a, malgré tout, des cellules musculaires lisses qui vont l'alleindre. Cependant, nous 

nous sommes questionnés à savoir si, une fois parvenues au vaisseau, ces cellules allaient être 

en mesure de sécréter le VEGF qui permet de stabiliser ce vaisseau et de protéger la structure 

endothéliale de la rupture et de la régression. 

D'autres études ont démontré gue des polyphénols présents dans le vin rouge, comme la 

delphinidine et la cyanidine, parviennent à inhiber, avec une concentration de 10 fl M, la 

sécrétion de VEGF induite par le PDGF-AB dans une lignée cellulaire humaine, SOil les 

cellules musculaires lisses d'aorte humaine (Oak el (II., 2006). Nos données vont dans le 

même sens, c'est-à-dire que les flavones utilisées, lutéoline et apigénine, inhibent la sécrétion 

du VEGF induite par le PDGF-BB, chez les PASMCs. Une concentration de 15 flM de 

lutéoline est nécessaire à J'obtention d'une inhibition de 55 clc de celle sécrétion. alors que 

cette même concentration pour l'apigénine permet pratiquement un retour au niveau basal 
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avec une inhibition de 96 %. Celle inhibition a été expliquée par Oak et ses collaborateurs 

(2006) qui ont démontré que les polyphénols ont la capacité d'empêcher la réponse pro­

oxydante, qui produit des ROS, déclenchée par l'activation des facteurs de croissance, tel que 

le PDGF, et qui, à son tour, induit l'expression du VEGF. Considérant le fait que les 

propriétés les plus connues des fJavonoïdes sont leur action antioxydante et leur capacité à 

piéger les radicaux libres, on peut facilement supposer que l'effet des flavonoïdes sur la 

sécrétion pourrait être expliqué également par ce mode d'action. 

Toutefois, outre cette explication, on peut également penser que l'inhibition de 

l'activation du PDGFR et de ses voies de signalisation reconnues pour induire l'expression 

du VEGF, telles que la voie des MAPK ERK 1/2 et de la protéine Akt, peut contribuer à 

expliquer l'inhibition de la sécrétion du VEGF. À cet effet, Oak rapporte que les voies de 

JNK et de p38 occupent un rôle majeur dans l'expression du VEGF. Il serait donc intéressant 

d'explorer Je potentiel d'inhibition des tlavones sur ces voies de signalisation. 

4.4 LES I~TUDES IN VIVO 

L'expérimentation in vitro réalisée à l'aide de cellules en culture constitue un excellent 

outil, à faible coût, pour étudier isolément des processus cellulaires ou moléculaires 

particuliers. Par contre, les modèles de culture cellulaire ne permettre pas d'étudier les 

processus tels qu'ils se dérouleraient dans un organisme enlier vivant, car la culture cellul8ire 

n'offre pas d'indication sur les interactions entre les différents types cellulaires ni sur 

l'influence des différents facteurs et signaux, qui sonl le propre d'un organisme entier vivant 

et qui reflètent sa complexité. C'est d'ailleurs les raisons pour lesquelles Rakesh Jain et ses 

collaborateurs ( 1997) ont indiqué que les conclusions dérivées de l'expérimentation in vitro 

doivent toujours être renforcées par des expériences il7 vivo. 

Or, puisque l'angiogenèse est devenue une cible de choix pour contrer le cancer, ceci a 

donné lieu au développement de nomhrellses thérapies antiangiogéniques el, de ce fait, de 

nombreux moyens d'étude in vivo de l'angiogenèse ont été développés. Ces moyens 
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permettent l'étude de l'angiogenèse de manière fondamentale, mais offrent également la 

possibilité de tester l'efficacité des stratégies antiangiogéniques. Parmi ceux-ci, on retrouve le 

modèle d'implantation sous-cutanée de Matrigel™ qui est celui que nous avons choisi 

d'utiliser. 

Ce type de test est facilement réalisable, mais il demande néanmoins des investissements 

monétaires. Ainsi, il a donc été nécessaire de faire un choix et bien qu'initialement la 

myricétine ait démontré une grande efficacité pour inhiber la migration et l'invasion 

cellulaire, les flavones, lutéoline et apigénine, ont présenté des effets moléculaires qui 

permettaient de croire qu'elles avaient le potentiel de démontrer des effets antiangiogéniques 

in vivo. Par conséquent, c'est avec ces deux dernières que nous avons poursuivi nos travaux 

de recherches et réalisé les études in vivo. 

Les différentes données tirées de cette étude sont venues confirmer les résultats 

préalablement obtenus en laboratoire. En effet, tous les résultats recueillis, qu'ils proviennent 

de l'observation macroscopique des implants, de la mise en évidence des vaisseaux sanguins 

par marquage au FITC, des coupes et colorations histologiques ou du dosage du niveau 

d'hémoglobine contenu dans l'implant, ont montré que les flavones inhibent l'angiogenèse in 

vivo induite par le FGF-2 et le VEGF. Étant donné la complexité du processus angiogénique 

in vivo, les concentrations requises pour inhiber ce phénomène sont plus élevées que celles 

utilisées in vitro. Cependant, elles sont plus faibles que celles employées dans la plupart des 

études de même type effectuées avec des molécules naturelles (Min et al., 2004; Singh et al., 

2002). De plus, il est important de préciser quïl ne s'agit pas d'une étude où les molécules 

sont administrées oralement et quoditiennement par gavage de manière ù reproduire l'apport 

obtenu par l'alimentation. Dans un tel type d'étude les molécules pures n'auraient pu être 

administrées. 

La quantification du niveau d'l1émoglobine contenu dans chacun des implants nous 

permet d'inférer que les flavones inhibent, bel et bien, l'angiogenèse in vivo. Ces résultats 

vont dans le même sens que d'autres études qui ont préalablement montré que des 

f1avonoides, tel que la delphinidine (Lamy el al., 2006) et l'épigallocatéchine-3-gallate 
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(Fassina et al., 2004), parvenaient à inhiber l'angiogenèse in vivo. De plus, ils corroborent ce 

qui avait déjà été obtenu in vitro par Kim (2003), c'est-à-dire que les flavonoides peuvent 

inhiber l'angiogenèse induite in vitro par le VEGF et Je FGF-2. 

À la lueur de l'analyse de l'ensemble des données recueillies durant ces travaux de 

recherche, l'apigénine semble être la molécule ayant le plus fort potentiel d'inhibition de 

l'angiogenèse. Le fait qu'elle semble plus efficace in vivo que la lutéoline peut être relié à sa 

capacité d'inhiber la sécrétion de VEGF par les cellules périvasculaires, VEGF qui 

normalement permettrait de stabiliser les néovaisseaux, combiné à sa capacité d'inhiber 

l'activation du PDGFR et possiblement du FGFR (Huang el al., 1996). De plus, comme 

J'angiogenèse est un processus complexe, il serait possible que l'apigénine inhibe également 

l'activation uu VEGFR-2? Toutefois, ceci demeure une avenue à explorer. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION 

5.1 LES PROPRIÉTÉS ANTIANGIOGÉNIQUES DES FLAVONOïDES 

Des études précédentes ont démontré que les fJavonoïdes peuvent influencer plusieurs 

fonctions biologiques comme la synthèse de protéines, la prolifération et la différenciation 

cellulaire, ce qui suggérait qu'elles pouvaient avoir des propriétés antiangiogéniques et 

antitumorales. Aucune de ces éludes n'avait cependant évalué la capacité de ces composés à 

inhiber la stabilisation des néovaisseaux par les cellules périvasculaires. 

Dans cette étude, nous montrons gue les f1avonoïdes affectent la motilité cellulaire des 

PASMCs en inhibant leur potentiel migratoire et invasif et gue les niveaux d'inhibition 

observés, en plus d'être dépendants de la concentration utilisée, sont comparables il ceux 

observés avec un médicament synthétique. 

De plus, dans le but d'éclaircir le mécanisme d'action menant à cette inhibition, nous 

avons également démontré que les f1avonoïdes, plus particulièrement les fJavones, perturbent 

l'activation du récepteur au PDGFR et sa signalisation par les protéines kinase ERK et Akt. 

Effectivement, nous montrons que les Ilavones inhibent la phosphorylation du récepteur 

induite par une stimulation au PDGF-BB ainsi gue celles des différentes protéines. Dans un 

même ordre d'idée. nous avons démontré que la sécrétion du VEGF par les PASMCs est 

inhibée par les f1avones et que la lutéoline affecte la sécrétion de la proMMP-2. 
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L'angiogenèse constitue une étape capitale de l'évolution tumorale. L'inhibition de 

processus importants qui permet tent la stabilisat ion des néovaisseaux durant J'angiogenèse, 

tels que la migration et l'invasion cellulaire, peut contribuer à bloquer l'angiogénèse. Tous 

les résultats obtenus in vitro nous permettaient de croire que les tlavones pouvaient avoir un 

grand potentiel antiangiogénique in vivo et ce fut effectivement le cas. Durant ces travaux de 

recherches, nous avons montré, à l'aide de tests d'implantation de MatrigeP'\<1, que les 

flavones arrivaient à inhiber l'angiogcnèse in vivo ct que parmi les flavones, c'est l'apigénine 

qui semblait démontrer le plus fort potentiel. 

En somme, nous avons mis en évidence dans cette étude les propriétés antiangiogéniques 

des flavonoïdes, plus particulièrement des flavones lutéoline et apigénine, en démontrant 

qu'elles inhibent l'induction de la phosphorylation du PDGFR ainsi que l'activation des 

Jirrérents substrats de ce dernier, telles que les protéines ERK et Akt qui SOllt impliquées 

dans les processus de migration et d'invasion cellulaire des cellules musculaires lisses, les 

empêchant ainsi d'aller stabiliser les néovaisseaux. De plus, nous avons également mis en 

évidence des différences entre les f1avones, lutéoline et apigénine, quant ~\ leur capacité 

d'inhibition de la sécrétion du VEGF et de la proMMP-2 chez les PASMCs et quant à leur 

capacité d'inhibition de l'angiogenèse in vivo stimulée par des facteurs de croissance autre 

que le PDGF. 

Dans une ère où les thérapies antiangiogéniques constituent un champ d'investigation de 

pointe, l'identification et la caractérisation cie nouvelles molécules d'origine nutritionnelle 

physiologiquement accessibles et il caractère anliangiogénique et non toxique offrent un outil 

complémentaire que tout individu peut employer pour prévenir le cancer. 

5.2 LES PERSPECTIVES 

En conclusion. comme dans plusieurs études. ces travaux ont soulevé des questions qu'il 

serait très intéressant d'explorer. Par exemple, est-ce que les f1avonoïdes pourraient inhiber 

l'activation d'autres récepteurs à activité tyrosine kinase, tel que le VEGFR ou le FGFR'7 Ou 
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encore, y a-t-il un lien entre la structure des molécules et les effets observés? La myricétine 

affecte très fOitement la migration et l'invasion cellulaire de PASMCs. Or, contrairement aux 

flavones, elle n'intervient pas dans la phosphorylation du récepteur PDGFR et ses voies de 

signalisation. Quels mécanismes met-elle en œuvre pour parvenir à ses fins? Est-ce que la 

lutéoline inhibe d'autres protéases matricielles comme celle du système plasminolytique') De 

plus, serait-il possible que l'encombrement stérique provoqué par la présence d'un 

groupement hydroxy en R4 , chez les tlavonols puisse affecter leurs propriétés') Si oui, est-ce 

l'absence de ce groupement chez les flavones qui leur procurent leurs effets') Est-ce que les 

autres voies de signalisation des MAP kinases telles que p38 et JNK sont affectées par les 

tlavonoïdes') 

De plus, outre les mécanismes d'<lction, il serait également très pertinent d'évaluer le 

potentiel synergétique de ces molécules en les utilisant selon différentes combinaisons. On 

pourrait également véri fier si elles peu vent exercer des effets sur d'autres 1ignées cell ulaires, 

comme des cellules endothéliales ou mieux encore, des cellules cancéreuses. Il serait tout 

aussi passionnant d'étudier le potentiel anlitumoral de ces composés par des tests d'induction 

de tumeurs;11 V;l'o. 

Ce sont autant d'avenues cl'explonltion possible qui ouvre les portes à plusieurs autres 

recherches et au développement de futures molécules synthétiques mimant les propriétés des 

flavonoïdes. 

La plupart des stratégies antiangiogéniques ciblent à l'heure actuelle une fonction 

spéci fique d'un facteur de croissance ou d'un récepteur, et plus particul ièrement le VEGF. 

Néanmoins. puisque les tumeurs ne dépendent pas uniquement du VEGF pour 

l'établissement de leur vascuJalisation et que d'autres acteurs sont aussi impliqués el peuvent 

constituer des cibles thérapeutiques additionnelles, une meilleure connaissance de 

l'angiogenèse tumorale agrandira donc les possibilités thérapeutiques. À cet égard, nOLIS 

avons montré que des molécules d'origine nutritionnelle peuvent contribuer. par une 

alimentation riche en fruits et légumes. à la prévention du GlJ1cer par l'alimentation et 

pourraient être utilisées en combinaison avec des traitements conventionnels. 



APPENDICE A 

CALCUL DU POUnCENTAGE D'INHIBITION 

L'évaluation de l'inhibition exercée par les différents Ilavonoïdes est estimée par le calcul du 

pourcentage d'inhibition. 

Ce calcul s'établit au moyen de la formule suivante: 

(ve- VI?) X 100]
IWc)= 100 ­ [ V/- VI? 

Où : 1 est le pourcentage d'inhibition: Yt est la valeur obtenue pour le témoin 

stimulé; Yb est la va]eur obtenue pour le témoin du niveau basal et Yc est la valeur obtenue 

pour chague condition dont on cherche à délerminer l'inhibition. 
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