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RESUME

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et des voies de signalisation
impliquées dans les processus induisant la progression tumorale et surtout la prolifération
cellulaire pourrait permettre le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de
limiter la contribution des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) a la pathologie
néoplasique. Parmi ces stratégies thérapeutiques, l'utilisation d'inhibiteurs tel
I'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG), une molécule chimiopréventive dérivée du thé vert,
pourrait cibler des voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale. Les MSCs
sont des cellules de soutien aux cellules cancéreuses et peuvent étre recrutées au sein des foyers
tumoraux hypoxiques suite a la sécrétion des cytokines tels TGFp et TNFa par les cellules
cancéreuses. Cela leur confeére un réle important dans la régulation de la progression tumorale,
du fait de leur capacité a migrer et a participer aux différents processus tumoraux y compris la
prolifération cellulaire par I’induction de diverses voies de signalisation. Cela fait intervenir la
protéine kinase SRC et le facteur de transcription STAT3. Puisque cette voie induit la forte
expression de la cycline D1 régulatrice des kinases dépendantes des cyclines (CDK) conduisant
a la formation de complexes cycline/CDK et la séquestration des protéines inhibitrices des
CDK (CKI) comme la P21, ce qui favorise la division et la prolifération cellulaire et régule
I’apoptose via I’expression 1’agent anti-apoptotique Bcl-xL. Nous avons étudié I'efficacité de
I'EGCG -une molécule présente dans de notre alimentation aux propriétés chimiopréventives
et anti-inflammatoires- sur la régulation transcriptionnelle et protéique du cycle cellulaire et de
I’agent anti-apoptotique dans les MSCs. Nous avons démontré que le point de contrdle G2/M
est réduit beaucoup plus par le TGFB que par le TNFa. Nous avons ensuite constaté que
I’EGCG inhibe I’'induction par le TGFp et le TNFa de I’expression de cycline, CDK, CKI ainsi
que la phosphorylation de la SRC et du facteur de transcription STAT3. Par conséquent, le
ciblage pharmacologique des voies TGFf et TNFa régulant les processus de tumorigénese des
MSCs met en lumiere un rble majeur contrant leur mobilisation au sein des

microenvironnements tumoraux.

Mots clés : Cellules souches mésenchymateuses, épigallocatéchine-3-gallate, cycle cellulaire,

cytokine

xii



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 CANCERET CELLULES SOUCHES
1.1.1 CANCER
1.1.1.1 Généralités

Le cancer est I’une des maladies les plus répandues dans le monde, considéré
comme "une blessure qui ne guérit jamais", affectant les fonctions de plusieurs tissus
de I'organisme. Il se caractérise par une croissance et une propagation incontrolée de
cellules anormales menant a la formation d’une ou de plusieurs tumeurs malignes (Yin,
Wang et al. 2021). Les cellules cancéreuses peuvent ainsi migrer et envahir d'autres
organes situés a des sites distants de la tumeur primaire. Cette caractéristique définie
la métastase, qui est la principale cause de morbidité et de mortalité par le cancer
(Feitelson, Arzumanyan et al. 2015). Le cancer est causé par des facteurs externes tels
le tabac, les organismes infectieux, les produits chimiques et les rayons ionisants, et
par des facteurs internes incluant les mutations, les hormones, les conditions

immunitaires et I’inflammation chronique (Lugman and Pezzuto 2010).

Il existe plusieurs types de cancers, mais ceux-ci sont tous caractérisés par certaines
capacités acquises par les cellules. Ces caractéristiques fondamentales sont : le
maintien d'un signal pro-prolifératif, I'évasion aux signaux suppresseurs de croissance,
I'évasion a la destruction par le systéme immunitaire, la résistance a l'apoptose,
I'immortalité réplicative, l'activation de l'invasion et la formation de métastases,
I'induction de I'angiogenese, l'instabilité du génome et mutations, la dérégulation des

processus energétiques cellulaires, et finalement, la présence d'un environnement



inflammatoire favorable a la progression tumorale (Bailon-Moscoso, Romero-
Benavides and Ostrosky-Wegman 2014). Le type de tumeur, le pronostic et
I'agressivité sont également influencés par I'origine de la tumeur, comme analysé par
exemple dans les cancers du sein. Les tumeurs mammaires provenant de progéniteurs
luminaux sont associées a un bon pronostic, a I'exception de celles surexprimant Her2.
Tandis que, les tumeurs provenant de progéniteurs de type basal présentent un

phénotype tres agressif (Walcher, Kistenmacher et al. 2020).

Sachant que différents facteurs environnementaux contribuent au développement du
cancer, de nombreuses recherches portent sur la prévention du cancer et sur I'impact de
notre mode de vie a son développement (Irigaray, Newby et al. 2007). 1l n'est donc pas
étonnant que certains cancers puissent étre facilement évités en éliminant des facteurs
de risques liés au mode de vie tels le tabagisme, les mauvaises habitudes alimentaires

et la sédentarité (https://www.who.int/fr).

1.1.1.2 Processus de la cancérogenése

La formation de tumeurs chez I'hnomme est un processus complexe qui
implique de multiples événements et facteurs et qui se déroule généralement sur une
longue période. Les cellules cancéreuses humaines acquierent plusieurs capacités que

la plupart des cellules normales (Jakowlew 2006).

Il'y a un siecle, la croissance tumorale seule était considérée comme le déreglement
fondamental, et les tumeurs étaient classées et décrites en fonction de leur taux de
croissance. Aujourd’hui, on pense que la cancérogenese est déclenchée par des
mutations et une inhibition des suppresseurs de croissance, et ce développement des
tumeurs malignes se produit a travers une longue période de temps, impliquant une
série d'évenements en se caractérisant par trois étapes critiques : la prolifération
cellulaire, I'invasion tissulaire et le risque de métastases (Briicher and Jamall 2014).

L'initiation est interprétée par des altérations génétiques et des dommages irréversibles


https://www.who.int/fr

aI'ADN de la cellule provoqués par des agents mutagénes tels les substances chimiques,
les virus ou la radiation (Béliveau and Gingras 2007, Hanahan and Weinberg 2011).
Dans le cas d’une induction carcinogéne par un agent chimique, 1’initiation implique
la capture de I’agent carcinogéne, sa bio-distribution et son transport vers les organes
ou les tissus dans le but d’étre métabolisé. L'interaction d'un métabolite avec I'ADN
cellulaire entraine des dommages génotoxiques et cause des mutations. La promotion
est ’expansion des cellules endommagées pour former une tumeur précancéreuse
composée de nombreuses cellules en prolifération active. La progression est un
processus irréversible qui génere de nouvelles cellules tumorales aux propriétés
prolifératives, invasives et métastatiques accrues (Surh 1999, Neergheen, Bahorun et
al. 2010). La figure 1-1 résume les trois étapes du développement d'un cancer:

I'initiation, la promotion et la progression.
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Figure 1-1 : Représentation schématique des étapes de la carcinogenése (Mongis 2017)



1.1.1.3 Statistiques

Dans le monde, on estime & 18,1 millions le nombre de nouveaux cas de cancer
(a I'exclusion du cancer de la peau sans mélanome) et a pres de 10 millions le nombre
de déceés dus au cancer en 2020. Les taux de cancer et de la mortalité par cancer
augmente rapidement (Ubago-Guisado, Rodriguez-Barranco et al. 2021). Ce
phénomeéne est devenu I'un des problémes de santé publique les plus importants dans
les pays a revenu faible, moyen et élevé. L'Organisation mondiale de la santé a estimé
qu'il y aura environ 22 millions de nouveaux cas de cancer, 13 millions de déces dus
au cancer et environ 87 millions de personnes vivant avec le cancer en 2030. Les effets
les plus importants de ces augmentations se produisent dans les pays a revenu faible et
intermédiaire, ou réside environ 82 % de la population mondiale (Mafra da Costa,
Ribeiro et al. 2021). Le risque global de développer un cancer est de 20,2 % (22,4 %
chez les hommes et 18,2 % chez les femmes, respectivement). En ce qui concerne la
mortalité, le cancer est la deuxieme cause de déces dans le monde (8,97 millions de
déces) apres les cardiopathies ischémiques, mais deviendra probablement la premiére
en 2060 (~18,63 millions de déces) (Mattiuzzi and Lippi 2019).

Au Canada en 2022, le nombre de nouveaux cas de cancer est estimé a 233 900 et le
nombre de décés dus au cancer a 85 100. Les cancers les plus fréqguemment
diagnostiqués sont le cancer du poumon (30 000), le cancer du sein chez la femme (28
600) et le cancer de la prostate chez I'nomme (24 600). Il a été prévu également que le
cancer du poumon sera la principale cause de déces par cancer, représentant 24,3 % de
tous les déceés par cancer, suivi du cancer colorectal (11,0 %), du cancer du pancréas
(6,7 %) et du cancer du sein (6,5 %) (Brenner, Poirier et al. 2022). Les taux d'incidence
et de mortalité sont plus élevés dans les provinces de I'est du Canada que dans les
provinces de I'ouest. Bien que les taux globaux de cancer soient en baisse, le nombre
de cas et de déces continuent d'augmenter en raison de la croissance démographique et

du vieillissement de la population. La charge élevée prévue pour le cancer du poumon



indique la nécessité de renforcer la lutte contre le tabagisme et d'améliorer la détection
et le traitement précoces. Les succes obtenus dans le dépistage et le traitement des
cancers du sein et colorectal expliquent probablement la baisse continue de leur charge.
Les progrés limités en matiére de détection précoce et de nouveaux traitements du
cancer du pancréas expliquent pourquoi on s'attend a ce qu'il soit la troisieme cause de

déces par cancer au Canada (Brenner, Poirier et al. 2022).

Par conséguent, en raison de sa complexité le cancer est une maladie nécessitant un
traitement multifactoriel. 1l est donc essentiel de tenir compte de toutes les variables
présentes dans le développement tumoral, telles que les cellules souches étant des
facteurs majeurs contribuant a la métastase des cellules cancéreuses par leur capacité
d'auto-renouvellement et leur potentiel de différenciation (Yang, Shi et al. 2020, Babaei,
Aziz and Jaghi 2021).

1.1.2 LESCELLULES SOUCHES ADULTES

Au cours des dernieres décennies, les chercheurs et les praticiens du cancer ont
progressivement déplacé leur focus des cellules cancéreuses les cellules cancéreuses et
les cellules souches. Les cellules souches sont capables de s'auto-renouveler, de se
différencier en diverses cellules matures en fonction de leur tissu d'origine et de migrer
sans restriction vers les tissus (pour certaines). Dans I'organisme, les cellules souches
adultes sont responsables du renouvellement des cellules dans la plupart des tissus et
de la réparation tissulaire en réponse a une blessure ou a une maladie. Cependant, leur
nature proliférative les rend également dangereuses. Les mécanismes d'auto-régulation,
quand il y a trop de progéniteurs, activent un signal dans les cellules souches pour les
remettre dans un état de quiescence et pour produire moins de progéniteurs (Yin, Wang
et al. 2021). Un déreglement de ces mécanismes qui maintiennent les cellules souches
dans un état quiescent et non prolifératif peut entrainer un cancer. Toutefois, a la suite

de mutations géneétiques ou dans certaines circonstances, ces processus peuvent étre



perturbés, entrainant une transformation maligne des cellules souches. Ces cellules
dotées de plasticité deviennent alors de plus en plus agressives et s'adaptent tres bien
aux conditions difficiles, par exemple aux traitements anticancéreux (Yin, Wang et al.
2021). Bien que de nombreux essais cliniques étudient I'utilisation des cellules souches
adultes pour traiter des maladies, comme les cancers hématologiques et les maladies
neurodégénératives -Parkinson et I'Alzheimer- (Gouvernement du Canada, 2006) peu
d'entre eux ont abouti a des thérapies approuveées (Cable, Fuchs et al. 2020). La greffe
de moelle osseuse, qui utilise des cellules souches hématopoiétiques (CSH) pour
régénérer les cellules sanguines, est utilisée pour traiter plusieurs types de cancers
hématologiques et d'autres affections, et la thérapie par cellules souches cutanées a
réussi a régénérer la peau des bralés. Aux Etats-Unis, les seuls produits & base de
cellules souches approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) sont les
cellules progénitrices hématopoiétiques dérivées du sang de cordon. En Europe, une
thérapie a base de cellules souches oculaires, Holoclar®, a été approuvée en 2015 pour
les lésions cornéennes. D’autres utilisations des thérapies basées sur les cellules

souches restent expérimentales (Cable, Fuchs et al. 2020).

1.1.2.1 Cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (HSC) sont une population de cellules
ayant la capacité de se reconstituer par auto-renouvellement et de donner naissance a
des lignées cellulaires différenciées (Cao, Wang et al. 2019). L'hématopoiese est I'un
des systemes pionniers des 1908 qui a proposé et adapté le concept de "cellule souche"
pour expliquer la diversité des lignées sanguines. Cette entité multipotente sont des
cellules rares que I'on trouve dans la moelle osseuse, le sang périphérigue, le placenta
et ailleurs qui soutiennent le systéeme hématopoiétique (Smith and Storms 2000,
Clevers 2015).



Cependant, les preuves expérimentales de I'existence de telles cellules souches chez les
mammiféres étaient rares jusqu'a ce que deux canadiens de I'Université de Toronto
réalisent une série d'expériences au début des années 1960, au cours desquelles
McCulloch et Till ont injecté des cellules de moelle osseuse a des souris fortement
irradiées. Apres cette injection de petits nodules se sont développés sur la rate des
souris irradiées 1 a 2 semaines plus tard, dont le nombre était proportionnel au nombre
de cellules de moelle injectées (Steensma and Kyle 2021). Till et McCulloch ont
nommeé ces nodules « colonies de rate » et ont observé qu'ils se différenciaient en trois
lignées sanguines primaires : les globules rouges, les globules blancs et les plaquettes.
Les nodules étant rares, Till et McCulloch ont alors émis I'hypothése que chaque nodule

provenait d'une seule cellule souche (Steensma and Kyle 2021).

Plus tard, Till et McCulloch ont obtenu la preuve que certaines des cellules des colonies
de rate s'auto-renouvelaient également, une autre propriété essentielle d'une cellule
souche. Des études chromosomiques ont montré que les colonies de rate constituaient
un groupe de cellules génétiquement identiques et représentaient donc un seul clone.
D'autres expériences ont démontré que certaines souches de souris anémiques
présentaient un microenvironnement médullaire défectueux qui ne pouvait pas
supporter la production de cellules sanguines par les cellules souches hématopoiétiques
(Steensma and Kyle 2021).

Deux types de HSC, le phénotype a et le phénotype B, sont maintenant connus pour
avoir un potentiel de différenciation persistant. Le premier type produit des populations
avec une concentration plus élevée de cellules myéloides (macrophages et granulocytes)
que de cellules lymphoides (lymphocytes T et B). En revanche, le second type produit
une population plus balancée suivant les deux types de différenciation (Dykstra, Kent
et al. 2007).



Le potentiel de régénération des HSC a déja été traduit avec succes en applications
cliniques. 1l est crucial pour le traitement de diverses maladies sanguines malignes et
auto-immunes et est couramment utiliseé en hématologie clinique actuelle. La
modification génétique ex vivo des HSC pour la transplantation autologue ouvre de
nouvelles voies thérapeutiques pour les maladies génétiques et infectieuses
(Alessandrini, Krause et al. 2019). Des progrés majeurs ont été réalisés au cours des
trois derniéres décennies en matiére de modification génétique des HSC et de stratégies
de transplantation, aboutissant finalement a I'approbation de deux de ces thérapies en
Europe (Strimvelis pour un déficit immunitaire primaire rare et LentiGlobin pour la
béta-thalassémie). De nouvelles technologies de modification génétique et de
nouveaux schémas thérapeutiques sont également apparus, ce qui est trés prometteur
pour le développement de traitements plus srs et plus efficaces (Alessandrini, Krause
et al. 2019).

Parallelement a I'approbation de trois autres thérapies de modification génique en 2017,
a savoir deux thérapies par cellules T a récepteur d'antigéne chimérique (CAR) contre
les tumeurs malignes des cellules B (axicabtagene ciloleucel (Gilead-Kite Pharma,
Etats-Unis) et tisagenlecleucel (Novartis, Suisse), ainsi que Luxturna (Spark
Therapeutics, USA)) pour une forme héréditaire de perte de vision — une nouvelle ére
de la médecine moderne est entrée dans laquelle on peut imaginer l'utilisation de «
remedes a traitement unique » pour des maladies potentiellement mortelles et

auparavant incurables (Alessandrini, Krause et al. 2019).

1.1.2.2 Cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) sont des cellules stromales
qui ont la capacité de s'auto-renouveler et de se différencier en plusieurs lignées. Les
MSC peuvent étre isolées a partir de divers tissus, tels que le cordon ombilical, les

polypes endomeétriaux, le sang menstruel, la moelle osseuse, le tissu adipeux, etc. En



effet, la facilité de prélévement et la quantité obtenue rendent ces sources plus pratiques
pour des applications expérimentales et cliniques (Ding, Shyu and Lin 2011), pour le
traitement de maladies humaines, notamment les troubles neurologiques, les
dysfonctionnements pulmonaires, les troubles métaboliques, les maladies liées au
systeme endocrinien, les troubles de la reproduction, les brdlures cutanées et les
problémes cardiovasculaires (Hoang, Pham et al. 2022). En effet, les BM-MSC sont
potentiellement de bons candidats pour le traitement des lésions cérébrales et
médullaires, les MSCs du tissu adipeux sont potentiellement de bons candidats pour le
traitement des troubles de la reproduction et la régénération cutanée, et les MSCs
provenant du cordon ombilical sont potentiellement de bons candidats pour les
maladies pulmonaires et le traitement du syndrome de détresse respiratoire aigué
(Hoang, Pham et al. 2022).

Les MSCs peuvent se différencier en diverses lignées mésodermiques, ectodermiques
et endodermiques (Figure 1-2). La plupart des MSCs provenant du sang menstruel ont
la capacité de se différencier en cellules musculaires, et particuliérement cardiaques,
elles peuvent aussi se différencier en neurones, donc elles sont neurogéniques et elles
pourraient étre utilisées a I'avenir dans le traitement des accidents vasculaires cérébraux
(Ding, Shyu and Lin 2011). Les MSCs provenant de I'endométre possedent le marqueur
CD146 et pourrait étre responsables de sa croissance; c’est une nouvelle source pour
les applications d'ingénierie tissulaire (Ding, Shyu and Lin 2011). Elles sont aussi
capables de se différencier en diverses lignées : cellules cardio-myocytaires,
épithéliales respiratoires, neurocytiques, myocytaires, endothéliales, pancréatiques,
hépatiques, adipocystiques et ostéogéniques (Ding, Shyu and Lin 2011). En outre,
celles dérivées des trompes de Fallope peuvent se différencier en lignées adipogéniques,
chondrogéniques, oestogéniques et myogeniques (Ding, Shyu and Lin 2011). Les MSC
provenant des ligaments croisés peuvent se différencier en chondrocytes, adipocytes et
ostéocytes; elles pourraient constituer une source alternative viable pour la médecine

régénérative. Les cellules souches dérivées du cordon ombilical peuvent se différencier



en cellules neuronales et gliales et peuvent synthétiser différentes cytokines et servir
de cellules thérapeutiques dans plusieurs modeles précliniques, tels que les maladies

neurodégénératives, le cancer, les maladies cardiaques, etc (Ding, Shyu and Lin 2011).

Les MSC peuvent étre identifiées selon la Société Internationale de Thérapie Cellulaire
(ISCT) par des criteres minimaux. Premierement, les MSC doivent adhérer au plastique
lorsqu’elles sont maintenues dans des conditions de culture standard. Deuxiemement,
elles doivent exprimer un panel spécifique de marqueurs de surface cellulaire comme :
CD105, CD73 et CD90 et ne pas exprimer les molécules de surface CD45, CD34,
CD14 ou CD11b, CD79alpha ou CD19 et HLA-DR. Troisiémement, les MSC doivent
se différencier en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes in vitro (Brochard 2019).

Leurs qualités biologiques polyvalentes, notamment leurs capacités
immunomodulatrices, anti-inflammatoires et pro-régénératrices, reposent en grande
partie sur leur capacité migratoire et sécrétoire. Elles peuvent interagir de maniére
robuste avec les cellules des systemes immunitaires innés et adaptatifs, soit par contact
direct cellule-cellule, soit par I'intermédiaire de leur sécrétome (Uccelli, Moretta and
Pistoia 2008, Li and Hua 2017). Elles sont attirées par les sites de lésions tissulaires et
sécrétent des facteurs qui favorisent l'autoréparation du tissu Iésé. Il s'agit la d'une
perspective importante pour les applications cliniques des MSCs en médecine
vétérinaire et humaine et leur utilisation est moins problématique a 1’égard des

considérations éthiques et juridiques (Uder, Brickner et al. 2018).
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1.1.2.3 Cellules endothéliales progénitrices

Les cellules endothéliales progénitrices (EPC) sont une population de cellules
souches présentes dans le sang périphérique possédant une origine endothéliale aussi
bien qu’une origine hématopoiétique, provenant d’un précurseur commun avec les
cellules souches hématopoiétiques, I'nemangioblaste (Peters 2018). Elles possédent des
marqueurs de surface tels que : CD34 et FIk-1/KDR, CD45, CD31, Tie-2. Il a éte
démontré qu'il était possible d'isoler des EPC surtout du sang périphérique, de la moelle

osseuse et du sang du cordon ombilical (Peters 2018).

En outre, les EPC du sang périphérique adulte peuvent contribuer a I'angiogenése
thérapeutique , ce qui nous permet de les utiliser comme thérapie cellulaire autologue

pour les patients souffrant de maladies cardiovasculaires (Peters 2018).

1.1.2.4 Cellules souches cancéreuses

La premiére preuve de I'existence des cellules souches cancéreuses (CSC) a
été documentée en 1937 (Yin, Wang et al. 2021). Ces cellules considérées comme une
sous-population de cellules cancéreuses -dont le potentiel d'initiation de la tumeur est
fortement accru par rapport aux autres cellules cancéreuses au sein d'une tumeur-
présentent un potentiel d'auto-renouvellement et la capacité d'engendrer une
progéniture non CSC. A l'instar des cellules souches normales, un petit nombre de CSC
peut donner naissance a une tumeur composée de cellules a prolifération rapide et de
cellules différenciées (Yin, Wang et al. 2021). Leurs marqueurs de surface sont : CD33,
CD123, CLL-1, TIM3 et les marqueurs intracellulaires sont : ALDH, Nanog, Oct-3/4,
Sox2 et CD44 (Walcher, Kistenmacher et al. 2020).

Ces cellules souches cancéreuses sont un constituant majeur du microenvironnement
tumoral et ont un réle dans la tumorigenese, la métastase, et dans la progression du

cancer. Cependant, la transformation des cellules souches en cellules cancéreuses
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nécessite encore quelques mutations pour devenir l'origine, ou le transmetteur des
cancers en permettant une prolifération incontr6lée et indépendante de la niche
(Walcher, Kistenmacher et al. 2020, Yin, Wang et al. 2021). Les tumeurs générées a
partir des CSC sont censées suivre une hiérarchie unidirectionnelle, dans laquelle seule
la population des CSC est capable d'initier la croissance tumorale. Au moment de
I'initiation de la tumeur, les CSC se divisent de maniére asymétrique pour maintenir le
pool de CSC (Walcher, Kistenmacher et al. 2020).

1.1.3 Contribution des cellules souches mésenchymateuses au développement

tumoral

L'initiation d'une tumeur peut étre le fait de cellules différenciées transformées
ou de cellules souches résidant dans les tissus transformés (Yin, Wang et al. 2021). De
plus en plus de preuves suggérent que les cellules souches mésenchymateuses (MSCs)
contribuent de maniere importante au développement de la résistance aux médicaments
anticancéreux. Les MSCs se dirigent vers les sites de la tumorigénése et participent a
la formation du stroma tumoral, leur abondance dans les tissus tumoraux prédisait un

mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer (He, Liang et al. 2019).

La progression tumorale dépend de l'interaction entre les cellules tumorales et les
cellules du microenvironnement. Les MSCs peuvent interagir avec les cellules
tumorales via la signalisation paracrine. Plus récemment, il a été démontré que les
interactions entre les cellules tumorales et les MSCs augmentent le potentiel
métastatique et favorisent la transition épithéliale-mésenchymateuse (Ridge, Sullivan
and Glynn 2017).

Les cellules cancéreuses subissent une reprogrammation métabolique pour soutenir
leur croissance et leur progression dans le microenvironnement tumoral complexe.

Pour cela, le TGFB1 sécrété par les MSC active SMAD2/3 par l'intermédiaire des
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récepteurs TGFp, ce qui induit ensuite I'expression de I'ARN non codant MACC1-AS1
dans les cellules cancéreuses favorisant le caractéere souche et la chimiorésistance. Et
cela en augmentant les niveaux d'expression des génes du caractére souche tels : CD133,
OCT4, Sox2 et LIN28 a la fois au niveau de I'ARNm et des protéines (He, Liang et al.
2019). L’expression de ces génes indique une capacité d'auto-renouvellement accrue
des cellules cancéreuses (He, Liang et al. 2019). Les MSCs jouent aussi un réle
complexe dans la transition épithelio-mésenchymateuse (TEM) et exercent des effets
régulateurs multiples sur la pathogenese tumorale (figure 1-3) dans son ensemble (Tu
and Karnoub 2022).

Autozuffizance en Ignorance des signanx
signaux de croiszance anti-prolifératifs

Reprogrammation Evazion
duo métabolisme immunitaire
énergétique
Résistance a Potentiel réplicatif
I’apoptoze illimité
Instabilité Microenvironnement
génomigue inflammatoire

Angiogenése Invazion et
soufenue métastaze

Figure 1-3: Caractéristiques fondamentales des mécanismes participants au

développement tumoral (Hanahan and Weinberg 2011)
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1.2 LESCYTOKINES
1.2.1 Définition

Les systemes immunitaires innés et adaptatifs de I'nomme sont constitués de
cellules effectrices produisant des cytokines (interleukines, interférons, chimiokines et
de nombreux autres médiateurs). Les cytokines sont des protéines solubles de faible
poids moléculaire (=~ 6-70 kDa), sécrétées par diverses cellules (lymphocytes,
macrophages, cellules tueuses naturelles (NK), mastocytes et cellules stromales) avec
différents modes d'action autocrine, paracrine ou endocrine (He, Riker et al. 1992).
Elles participent & la réponse immunitaire et agissent comme d'importants médiateurs
associes au réseau de communication du systéme immunitaire. En général, un équilibre
fragile entre les effets pro- et anti-inflammatoires est maintenu par des mécanismes de

régulation complexes (Liu, Xu et al. 2022) (Jarczak and Nierhaus 2022).

Les cytokines pro-inflammatoires, notamment I'lL-1p, 1'[L-6, I'lL-8, I'lL-12, le TNF-a
et les interférons, facilitent les réactions inflammatoires et tendent a stimuler les
cellules immunocompétentes. Les principales cytokines anti-inflammatoires
comprennent lI'antagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1RA), I'lL-4, I'lL-10, I'lL-11, I'lL-
13 et le TGFB (Opal and DePalo 2000, Liu, Xu et al. 2022). Dans des conditions
physiologiques, ces  cytokines anti-inflammatoires  servent  d'éléments
immunomodulateurs qui limitent les effets potentiellement nocifs de réactions
inflammatoires soutenues ou excessives. Dans des conditions pathologiques, ces
médiateurs anti-inflammatoires peuvent soit (1) exercer un contrdle insuffisant sur les
activités pro-inflammatoires dans les maladies a mediation immunitaire, soit (2)
surcompenser et inhiber la réponse immunitaire, exposant ainsi I'néte a un risque
d'infection systémique. Les perturbations de ce réseau de régulation des cytokines par
des éléments génétiques, environnementaux ou microbiens peuvent avoir des

conséquences trés néfastes (Opal and DePalo 2000). Cela peut provoquer des
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sécrétions en exceés de cytokines et des maladies notamment I'asthme, I'athérosclérose,
le cancer, la dépression, les maladies cardiaques, le syndrome d'immunodéficience
acquise (SIDA), les lésions rénales, la septicémie, la polyarthrite rhnumatoide et d'autres

maladies chroniques (Liu, Xu et al. 2022).

Au cours des 40 derniéres années, les cytokines sont devenues un élément important
de la médecine et occupent une place essentielle en tant qu'agents diagnostiques,

pronostiques et thérapeutiques dans les maladies humaines (Dinarello 2007).

1.2.2 ROle des cytokines dans le développement tumoral

Plusieurs études ont montré une relation entre les cytokines et le cancer.
Certaines cytokines peuvent jouer un réle dans I'immunité et dans la progression
tumorale. Les interleukines peuvent favoriser un environnement propice au
développement et a la progression du cancer tout en étant essentielles a une réponse
immunitaire productive dirigée contre la tumeur (Tulotta and Ottewell 2018). Il y a une
interaction mutuelle entre le systéme immunitaire et les cellules cancéreuses
aboutissant au développement et a la progression du cancer. La résistance aux attaques
immunitaires et la présence d'une inflammation protumorale sont deux des principales
caractéristiques du cancer. Cependant, aprés un événement oncogene, la signalisation
des interleukines dans les cellules cancéreuses peut devenir un mécanisme
pathologique de croissance tumorale, de propagation métastatique et de progression du
cancer (Briukhovetska, Dorr et al. 2021).

Dans le contexte d'une inflammation chronique, I'lL-1 peut favoriser directement la
production de médiateurs cancérigenes, tels que I'oxyde nitrique et les espéces réactives
de I'oxygene (Briukhovetska, Dorr et al. 2021). En outre, la signalisation de I'lL-1
induit la sécrétion d'IL-17 et d'IL-22 pro-tumorigenes. Cette derniere a été associée a

I'activation et la phosphorylation de STAT3, fournissant des signaux de prolifération
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et de migration aux cellules malignes, maintenant leur caractere souche par I'induction
de Sox2 et de NANOG (Briukhovetska, Dorr et al. 2021). L°IL-20 agit de maniere
similaire a I'lL-22 dans le carcinome hépatocellulaire et les cancers du sein, de la
prostate et de la bouche, et induit également une inhibition immunitaire par le biais de
la régulation a la hausse de la protéine de mort cellulaire programmée 1 (PD1) dans le
cancer du pancréas (Briukhovetska, Dorr et al. 2021). La sécrétion de I'lL-17 contribue
a la tumorigenése, dans des modéles murins de cancers de la peau et du c6lon. Dans les
cellules souches de la peau, la signalisation de I'lL-17A peut recruter le récepteur
EGFR, ce qui induit I'expansion et la migration de ces cellules. Par conséquent, les
réponses inflammatoires déclenchent des programmes cellulaires dans des conditions
d’activation chronique incontrolée et peuvent constituer un lien direct avec la

tumorigenése (Briukhovetska, Dorr et al. 2021).

Des travaux récents ont démontré que I'lL-33 peut créer une niche tumorigéne qui
favorise le développement d'une tumeur naissante en provoquant l'infiltration de
macrophages associés a la tumeur et favorisant la signalisation du TGFf
(Briukhovetska, Dorr et al. 2021). L'activation excessive de STAT3 par la
surabondance d'IL-6 et d'IL-11, combinée & des mutations oncogénes, permet le
développement de tumeurs malignes telles que les cancers du célon et de I'estomac, du
pancréas et du poumon. Il est important de noter que I'lL-6 induit également
I'angiogeneése et la vascularisation des tumeurs par le biais du VEGF (Briukhovetska,
Dorr et al. 2021). 1l a été démontré que I'lL-23 favorise directement I'incidence et la
croissance des tumeurs et que I'lL-18 favorise I'angiogenése par I'activation de NF-«B,
qui déclenche la sécrétion de VEGF par les cellules cancéreuses, induit leur

prolifération et leur invasion et empéche I'apoptose (Briukhovetska, Dorr et al. 2021).

En outre, l'activation chronique de STAT3 dans les cellules cancéreuses induit la
prolifération, I'expression de meétalloprotéinases matricielles et la migration,

augmentant ainsi l'agressivité des carcinomes. Ces effets sont généralement associés a
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la transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM), qui est orchestrée par les facteurs de
transcription tels que ZEB, SNAIL, SNAI2, SLUG et TWIST, et permet le détachement
des cellules, la propagation métastatique et I'invasivité (Briukhovetska, Dorr et al.
2021). La TEM induite par le réseau intégré d'IL-1p, IL-6, IL-17, IL-22 et IL-23 est le
médiateur de l'invasivité de nombreux types de cancer (Briukhovetska, Dorr et al.
2021).

1.2.3 Le facteur de croissance transformant beta

Le TGFp est une cytokine anti-inflammatoire, molécule immunorégulatrice qui
inhibe la réponse inflammatoire excessive des cytokines pro-inflammatoires (Liu, Xu
et al. 2022). Les cytokines de la famille TGFB sont codées par 33 génes chez les
mammiferes et comprennent des homo- et hétérodimeres. Elles sont omniprésentes,
multifonctionnelles et essentielles a la survie. Elles jouent un réle important dans la
croissance et le développement, I'inflammation, la réparation et I'immunité de I'hote
(Clark and Coker 1998) (Lichtman, Otero-Vinas and Falanga 2016).

Les isoformes TGFB (TGFB1, TGFB2 et TGFB3) sont sécrétées sous forme de
précurseurs latents, présentent une homologie significative (entre 60 et 80 %) et
possedent de multiples récepteurs a la surface des cellules, dont deux au moins assurent
la transduction du signal. Les effets autocrines et paracrines du TGFB peuvent étre
modifiés par la matrice extracellulaire et d'autres cytokines (Clark and Coker 1998,
Lichtman, Otero-Vinas and Falanga 2016). La superfamille du TGFp est un médiateur
important de la cicatrisation des plaies en régulant la prolifération et la migration. Les
trois protéines sont sécrétées dans un complexe latent dimérisé, qui contient également
une protéine latente de liaison au TGFp (LTGF-B) (Morikawa, Derynck and Miyazono
2016). La thrombine et d'autres protéases sériques activent le TGFp en clivant la
LTGEFp. Le TGFB1 exerce son effet par I'intermédiaire de I'hétérodimérisation de deux

récepteurs transmembranaires primaires, le récepteur TGFf de type I (TGFBRI) et le
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récepteur TGF de type II (TGFBRII) (Lichtman, Otero-Vinas and Falanga 2016). Ces
derniers assurent la transduction de la signalisation intracellulaire via la voie Smad en
phosphorylant les Smads (Smad1, 2, 3, 5 et 8). Les récepteurs R-Smads activés forment
des complexes avec un partenaire commun co-Smad (Smad4) (Lichtman, Otero-Vinas

and Falanga 2016, Morikawa, Derynck and Miyazono 2016).

Aujourd'hui, il est largement admis que le TGFp régule une variété d'événements clés
dans le développement normal et la physiologie, et la perturbation de la signalisation
du TGFp a été impliquée dans la pathogenese de maladies telles que les troubles du
tissu conjonctif, la fibrose et le cancer (Morikawa, Derynck and Miyazono 2016). L'un
des effets biologiques du TGFp est I'inhibition de la prolifération de la plupart des
cellules épithéliales normales par un mécanisme d'action autocrine, ce qui suggere un
role de suppresseur de tumeurs pour le TGFp. La perte de l'activité autocrine du TGFf
conduit a une progression maligne de la croissance cellulaire. Cela suggeére un role pro-
oncogénique du TGFp en plus de son role de suppresseur de tumeurs (Jakowlew 2006).
Le TGFp est apparu comme un puissant moteur de la progression du cancer, non
seulement par ses réles immunosuppressifs et pro angiogéniques, mais aussi comme
un puissant inducteur de la plasticité épithéliale conduisant a la TEM, dans laquelle les
cellules épithéliales acquiérent un phénotype mésenchymateux, ce qui entraine une

augmentation de la motilité et de I'invasion (Nailing, Zhi and Xueling 2015).

1.2.4 Le facteur de nécrose tumorale alpha

Le TNFa est une protéine transmembranaire de type Il avec une extrémité N
intracellulaire. Il a un potentiel de signalisation a la fois en tant que protéine intégrée a
la membrane et en tant que cytokine soluble libérée aprés clivage protéolytique
(Balkwill 2006).
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En 1975, le TNFa a été décrit pour la premiére fois en tant que protéine pouvant causer
des Iésions cérébrales. Le géne du TNFa se trouve sur le bras court du chromosome
humain numéro 6, a proximité du gene de la lymphotoxine. Une pro-hormone de 233
acides aminés subit un clivage protéolytique d'un peptide signal de 76 résidus, ce qui
donne la cytokine circulante, une protéine de 157 acides aminés d'un poids moléculaire
de 17 KDa. Cette forme secrétée contient une liaison disulfure intra-chaine et existe
sous forme de dimére ou de trimére en solution (Saklatvala, Davis and Guesdon 1996,
van Horssen, Rens et al. 2006). Le TNFa est principalement produit suite a 'activation
des macrophages, des monocytes et des lymphocytes T lors d'une inflammation aigué.
Sa production est augmentée par divers stimuli, notamment le lipopolysaccharide (LPS)
composant la paroi cellulaire des bactéries gram négatives, le lipide A, I'interleukine-
2, l'interféron-T, les protozoaires, les particules virales et pendant la privation de

nourriture de I'hote (Rock and Lowry 1991).

Les fonctions biologiques du TNFa sont variées et son mécanisme d'action est quelque
peu complexe. Cette protéine joue plusieurs rdles thérapeutiques dans l'organisme,
notamment I'immunostimulation, la résistance aux agents infectieux, la résistance aux
tumeurs, la régulation du sommeil et le développement embryonnaire. D'autre part, les
infections parasitaires, bactériennes et virales deviennent plus pathogenes ou fatales en
raison de la circulation du TNFa, joue des rdles contradictoires. Ceci peut étre li¢ au
role du TNFa dans I’induction de I’inflammation aigué et 1’activation d'un large
éventail d'événements de signalisation au sein des cellules, conduisant a la nécrose ou

a l'apoptose (ldriss and Naismith 2000).

Le TNFa exerce ses effets en se liant a des récepteurs de haute affinité présents en
grand nombre sur la plupart des membranes cellulaires, notamment le TNFR-1 (55
KDa) présent sur la majorité des cellules de I'organisme et TNFR-2 (75 KDa) qui

s'exprime principalement sur les cellules hémopoiétiques. Le complexe
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ligand/récepteur est rapidement internalise via des puits recouverts de clathrine et
aboutit dans les lysozymes secondaires ou il est dégradé (Balkwill 2006).

Le TNF exerce ses effets en activant un certain nombre de protéines secondaires qui
provoquent diverses réponses au sein de la cellule, telles que l'activation de la
transcription des génes et/ou la production de radicaux réactifs de I'oxygéne ou de
I'azote (le NO) (Idriss and Naismith 2000). Les protéines activées comprennent la
Protein G les facteurs de transcription (NF-xB, AP-1), les protéines kinases (CK I,
erk-1, erk-2 et MAP2), les phospholipases (PLA2, PLC, PLD et sphingomyélinase),
les protéines mitochondriales (manganése superoxyde dismutase) et des protéases a

sérine et a cystéine, connues sous le nom de caspases (Idriss and Naismith 2000).

Le TNFa est I'un des principaux médiateurs inflammatoires impliqués dans les cancers.
Cependant, lorsqu'il est produit dans le microenvironnement tumoral, le TNFa peut
agir comme un promoteur endogéne de la tumeur (Balkwill 2006). Dans ce systeme, le
NF-xB a été identifi¢ comme le lien moléculaire critique dans la promotion du
développement tumoral. La voie NF-xB a une double action dans la promotion de la
tumeur : d'abord en empéchant la mort des cellules a potentiel malin, et d'autre part en

stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires (Frances Balkwill, 2006).

Il a été démontré que ce médiateur inflammatoire provoque une régression nécrotique
rapide de certaines formes de tumeurs (d'ou son nom) (Idriss and Naismith 2000). Le
TNFa a été caractérisé comme le facteur clé dans la majorit¢ des maladies

inflammatoires (van Horssen, Rens et al. 2006).

1.3 LE CYCLE CELLULAIRE

Le cycle cellulaire est la série d'évenements qui permettent a la cellule de se
diviser et produire une nouvelle cellule fille (Wang 2021). La progression du cycle
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cellulaire assure en temps voulu la croissance de la cellule, la duplication de son
génome et sa division. Le processus est étroitement régulé par la présence de multiples
points de contrdle qui assurent la progression a travers les différentes phases du cycle
cellulaire (Dai, Zhao et al. 2018). La plupart des événements cellulaires, y compris la
duplication de I'ADN, la transcription des génes, la traduction des protéines et leur
modification post-traductionnelle, se déroulent en fonction du cycle cellulaire (Wang
2022).

Au cours des derniéres années, une vaste littérature a illustré la pertinence de la
dérégulation du cycle cellulaire dans le cancer humain (Matthews, Bertoli and de Bruin
2022). Les mutations associées au cancer qui perturbent le contréle du cycle cellulaire
permettent une division cellulaire continue, principalement en compromettant la
capacité des cellules a sortir du cycle cellulaire. Les cycles de division continus
entrainent toutefois une dépendance accrue a I'égard d'autres mécanismes de contrdle
du cycle cellulaire afin d'éviter des niveaux catastrophiques de dommages et de

maintenir la viabilité des cellules (Matthews, Bertoli and de Bruin 2022).

1.3.1 Les différentes phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire typique des eucaryotes se compose de quatre phases : G1, S,
G2 et M (figure 1-4). Les phases G1, S et G2 sont appelées interphases. La phase M
comprend la mitose, au cours de laquelle le noyau de la cellule se divise, et la
cytokinese, au cours de laquelle le cytoplasme de la cellule se divise pour former deux
cellules filles. La mitose et la cytokinése sont étroitement liées. La mitose est elle-
méme divisee en cing sous-phases : prophase, prométaphase, métaphase, anaphase et
télophase. Chaque phase de la progression du cycle cellulaire dépend de I'achévement

correct de la phase qui la précéde (Wang 2022).
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Au cours de la phase G1, la cellule se développe et grossit. La cellule entre en phase S
lorsqu'elle atteint une certaine taille, au cours de laquelle la cellule duplique son ADN.
De ce fait, la taille de la cellule est un facteur susceptible d’initier la division cellulaire :
A mesure que la cellule grossit, elle devient inefficace sur le plan physiologique, en
raison de 1’accroissement de son rapport surface/volume. La solution a ce probléme est
donc la division. Durant la phase G2 qui suit, la cellule contréle I'achévement de la
réplication de I'ADN et se prépare a la mitose. La ségrégation des chromosomes et la
division cellulaire s'achevent en phase M. La progression correcte du cycle cellulaire
garantit que chacune des deux cellules filles recoit un chromosome identique de la
cellule mére. Apreés la division cellulaire, le cycle cellulaire est termineé et les cellules
reviennent en phase G1. Les cellules en phase G1 peuvent sortir du cycle cellulaire et
entrer en phase GO, un état de quiescence (Schonenberger, Deutzmann et al. 2015,
Wang 2021). La durée du cycle cellulaire varie entre 10 et 30 heures dans la plupart
des cellules de mammifeéres, la durée de la phase G1 est d'environ 11 heures, la durée
de la phase S est de 8 heures, la durée de la phase G2 est de 4 heures et la durée de la

phase M est d'environ 1 heure (Kamranvar, Gupta et al. 2022).

1.3.2 Le contrdle du cycle cellulaire

Il existe trois principaux points de controle du cycle cellulaire, notamment le point
de contr6le G1/S (également appelé point de restriction), le point de contrdle des
dommages a I'ADN G2/M et le point de contrdle de I'assemblage du fuseau mitotique
(SAC). Les facteurs de croissance (FC) jouent un réle important dans la régulation de
la division cellulaire qui entraine la prolifération des cellules et la stimulation du cycle
cellulaire en activant les récepteurs tyrosine kinase (RTK) et les voies de signalisation
en aval, qui régulent les complexes cycline-kinases dépendantes des cyclines (CDK)
(Wang 2021). Parallelement, les points de contrdle du cycle cellulaire surveillent des
processus cellulaires essentiels, tels que la réplication correcte du génome et la

ségrégation des chromosomes (Dai, Zhao et al. 2018). Ces mécanismes de surveillance
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de I'ADN empéchent I'accumulation et la propagation d'erreurs génétiques pendant la
division cellulaire. 1ls peuvent retarder la progression du cycle cellulaire ou, en réponse
a des dommages irréparables de I'ADN, induire la sortie du cycle cellulaire ou la mort

cellulaire (Matthews, Bertoli and de Bruin 2022).

| Preparation
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DNA
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Figure 1-4 : Phases du cycle cellulaire. Les phases G1, S et G2 comprennent les
interphases du cycle cellulaire. M (mitose) comprend 4 phases distinctes : prophase,
métaphase, anaphase et télophase. GO est la phase de repos ou les cellules sont dans un

état de repos et sans division. (https://www.thermofisher.com/ca/en/home/life-

science/cell-analysis/cell-viability-and-regulation/cell-cycle.html)
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1.3.3 Les complexes Cyclines-CDK et leurs régulateurs

La progression du cycle cellulaire est méediée par les CDK et leurs sous-unités
cycline régulatrices (les cyclines de type A, B, D et E) (tableau 1, 2). Les CDK, telles
que CDK4/6, CDK?2 (interphasiques) et CDK1 (mitotique) sont des kinases possédant
une grande variété de substrats. Les CDK sont principalement activées en se liant a
leurs partenaires cyclines, dont les expressions augmentent et diminuent tout au long
du cycle cellulaire afin de médier I'activation temporelle de chaque CDK. Différents
points de contrble du cycle cellulaire existent pour garantir que les processus critiques
sont engagés avant la progression vers la phase suivante (Wang 2021). Les CDK4 et/ou
CDKG®6 forment des complexes avec les cyclines de type D, ce qui active CDK4/6 et
déclenche la phosphorylation de la famille des protéines du rétinoblastome (Rb) au
début de la phase G1 induisant & la progression du cycle cellulaire. A la fin de la phase
G1, lacycline E se lie au CDK?2 et I'active, ce qui entraine la phosphorylation complete
de Rb et une nouvelle activation de la transcription et de la progression du cycle
cellulaire. Ces événements conduisent au passage de la cellule de la phase G1/S a la
phase S. Au début de la phase S, les cyclines de type A forment un complexe avec
CDK2 induisant la réplication de I'ADN et entrainant la progression de la cellule vers
la phase G2. A la fin de la phase G2, la CDK1/cycline A est formée et activée, ce qui
est nécessaire pour la transition G2/M et l'initiation de la prophase. Enfin, les
complexes CDK1/cycline B sont formés en phase M et conduisent a I'achévement de
la mitose (Wang 2021, Kamranvar, Gupta et al. 2022).
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Tableau 1 : Fonctions des kinases cycline-dépendantes (CDK) (Lim and Kaldis 2013)

Table 1. Established and emerging functions of Cdks

Kinase Kinase
Protein Established function activity Emerging function activity Reference
cdk1 Control of M phase of cell cycle in Yes FoxM1 and FoxK2 transcription in Yes Chen et al., 2009; Marais et
complex with cycA and cycB complex with cycB al., 2010
Myoblast proliferation through Yes ESC self-renewal through No Lietal., 2012b
inhibition of MyoD interaction with Oct4
NSC self-renewal through Yes Ali et al,, 2011
inhibition of Ngn2
HR-mediated DNA damage repair Yes Chen et al., 2011; Huertas et
al., 2008
Epigenetic regulation through Yes Chen et al,, 2010; Kaneko et
Ezh2 and Dnmt1 al.,, 2010; Wei et al., 2011;
Wu and Zhang, 2011; Lavoie
and St-Pierre, 2011
Cdk2 Control of G1-S phase of cell cycle in Yes FoxM1 and FoxK2 transcription in Yes Chen et al,, 2009; Marais st
complex with cycE and cycA; complex with cycA al, 2010
Rb/E2F transcription
Myoblast proliferation through Yes NSC self-renewal through Yes Ali et al., 2011
inhibition of MyoD inhibition of Ngn2
Epigenetic regulation through Yes Chen et al., 2010; Kaneko et
Ezh2 and Dnmt1 al,, 2010; Wei et al., 2011;
Wu and Zhang, 2011; Lavoie
and St-Pierre, 2011
Cdk3 NHEJ-mediated DNA damage Yes Tomashevski et al., 2010
repair in complex with cycC
Cdk4 Control of G1 phase of cell cycle in Yes Epigenetic regulation through Yes Aggarwal et al., 2010
complex with cycD; Rb/E2F Mep50
transcription
Cdks Neuronal function in complex with Yes Epigenetic regulation through Yes Lavoie and St-Pierre, 2011
p35 and p39 Dnmt1
Glycogen synthesis Yes Tudhope et al., 2012
Cdké Control of G1 phase of cell cycle in Yes
complex with cycD; Rb/E2F
transcription
Cdk? Cdk-activating kinase (CAK) and Yes
RNAPII transcription in complex
with cycH
Cdk8 RNAPII transcription in complex with Yes Wnt/B-catenin pathway in complex Yes Firestein et al., 2008
cycC with cycC
Inhibition of lipogenesis in Yes Zhao et al., 2012
complex with cycC
Cdk9 RNAPII transcription in complex with Yes DNA damage response in complex Yes Yu et al, 2010
cycT with cycK
Cdk10 Ets2 transcription No
Cdk11 RNA splicing in complex with cycL Yes
Cdki12 RNAPII transcription in complex Yes Bartkowiak et al., 2010;
with cycK Blazek et al., 2011; Cheng et
al, 2012
DNA damage response in complex Yes Blazek et al., 2011
with cycK
Cdk13 RNAPII transcription in complex Yes Bartkowiak et al,, 2010;
with cycK Blazek et al., 2011; Cheng et
al., 2012
cdk14 Wnt/-catenin pathway in complex Yes Davidson et al., 2009
with cycY
Cdk15
cdk16 Synaptic trafficking and Yes QOu et al., 2010; Park et al,,
remodeling in complex with cycY 2011
Spermatogenesis in complex with Yes Mikolcevic et al., 2012

cycY

<y, cyclin; ESC, embryonic stem cell; HR, homologous recombination; NHEJ, non-homologous end-joining; NSC, neural stem cell; RNAPII, RNA polymerase Il
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Tableau 10 : Fonctions des cyclines (Lim and Kaldis 2013)

Table 2. Established and emerging functions of cyclins

Kinase Kinase
Protein Established function activity Emerging function activity Reference
Cyclin A Control of § phase of cell cycle in Yes FoxM1 and FoxK2 transcription in Yes Chen et al.,, 2009; Marais et
complex with Cdk2 or Cdk1 complex with Cdk2 al., 2010
Cyclin B Control of M phase of cell cycle in Yes FoxM1 and FoxK2 transcription in Yes Chen et al., 2009; Marais et
complex with Cdk1 complex with Cdk1 al., 2010
Cyclin C RNAPII transcription in complex Yes Wnt/3-catenin pathway in complex Yes Firestein et al., 2008
with Cdk8 with Cdk8
NHEJ-mediated DNA damage repair Yes Tomashevski et al., 2010
in complex with Cdk3
Inhibition of lipogenesis in complex Yes Zhao et al., 2012
with Cdk8
Cyclin D Control of G1 phase of cell cycle in Yes NF-Y, Stat, Creb2, Elk1, Znf423 and No Bienvenu et al., 2010
complex with Cdk4 or Cdks; Cux1 transcription
Rb/E2F transcription
HR-mediated DNA damage repair No Jirawatnotai et al., 2011; Li et
al., 2010
Epigenetic regulation through Yes Aggarwal et al., 2010
Mep50
Inhibition of lipogenesis Yes, No  Hanse etal., 2012
Cyclin E Control of G1-5 phase of cell cycle Yes Inhibition of neuronal function of No Odajima et al., 2011
in complex with Cdk2; Rb/E2F Ccdks
transcription
DNA damage response No Lu et al., 2009
Cyclin F SCF-mediated proteolysis No D'Angiolella et al., 2010;
D*Angiolella et al,, 2012a
Cyclin H Cdk-activating kinase (CAK) and Yes
RNAPII transcription in complex
with cycH
Cyclin K RNAPII transcription in complex with Yes Bartkowiak et al., 2010;
Cdk12 and Cdk13 Blazek et al., 2011; Cheng
etal., 2012
DNA damage response in complex Yes Yu et al., 2010
with Cdk9
DNA damage response in complex Yes Blazek et al., 2011
with Cdk12
Cyclin L RNA splicing in complex with Yes
Cdk11
CyclinT RNAPII transcription in complex Yes
with Cdk9
CyclinY Wnt/3-catenin pathway in complex Yes Davidson et al., 2009
with Cdk14
Synaptic trafficking and remodeling Yes Ou et al, 2010; Park et al,,
in complex with Cdk16 2011
Spermatogenesis in complex with Yes Mikolcevic et al., 2012
cdk16
HR, F IS T bination; NHEJ, non-| end-joining; RNAPII, RNA polymerase II; SCF, Skp1-Cul1-F-box protein.

L'activité des CDK est régulée par deux familles d'inhibiteurs : Les protéines INK4 «
Inhibitors of Cdk4 », comprenant INK4A, INK4B, INK4C et INK4D, et la famille
CIP/KIP « Cdk Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein », composée de P21, P27
et P57 (tableau 3). Il a été démontré que ces inhibiteurs du cycle cellulaire bloquent la
prolifération des cellules souches adultes dans de multiples types de tissus. Par exemple,
P21 et P27 peuvent controler l'auto-renouvellement des progéniteurs neuronaux,

intestinaux et hématopoiétiques. De méme, INK4A, INK4B et INK4C sont impliques
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dans la modulation de Il'auto-renouvellement des cellules souches et progénitrices
hématopoiétiques, cérébrales, pulmonaires et pancréatiques. Ces informations que les
CDK interphasiques telles que CDK2 ou CDK4 sont modulées par les CKI pour
contréler le potentiel prolifératif et les capacités d'auto-renouvellement des cellules
souches ou progenitrices normales. Dans les tumeurs humaines, une régulation
inappropriée des CDK dans les cellules souches cancéreuses putatives peut induire la

tumorigenése (Malumbres and Barbacid 2009).

Tableau 18 : Fonctions des CKI (Lim and Kaldis 2013)

Table 3. Established and emerging functions of CKis

Protein Established function Emerging function Reference
p21 Inhibition of Cdk/cyclin complexes NSC differentiation through silencing of Sox2 Marques-Torrejon et al., 2013
expression
p27 Inhibition of Cdk/cyclin complexes Recruitment of transcriptional co-repressors Pippa et al., 2012
Neuren induction through stabilization ESC differentiation through silencing of Sox2 Li et al., 2012a
of Ngn2 expression
p57 Inhibition Cdk/cyclin complexes

Myoblast differentiation through
stabilization of MyoD

ESC, embryonic stem cell; NSC, neural stem cell.

Cette régulation est liée aussi a ’expression des cyclines induites par l'activation
constitutive de STAT3 qui est profondément impliquée dans la prolifération cellulaire.
La liaison directe de STAT3 au promoteur de la cycline D augmente 1’expression des
genes cibles, notamment la cycline D1 et D2 nécessaires a la croissance persistante des
cellules cancéreuses (Park, Lee et al. 2019, Okabe, Kobayashi et al. 2021). La
régulation et I’activation de la voie oncogénique STAT3 par la tyrosine kinase SRC est
en effet associée a un mauvais pronostic, par I’induction de geénes impliqués dans la

prolifération et la survie induisant la progression tumorale (Berthenet 2015).

1.3.4 L'implication de la voie SRC/STAT3

Src, une tyrosine kinase non réceptrice, est activée par de nombreux facteurs,

tels que le glucose, le palmitate, la leptine, le TNFa et I'lFN-y (Pan, Brink et al. 2016).
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L'activation de Src peut entrainer la promotion des voies de survie et de prolifération,
et méme induire des tumeurs malignes (v-SRC). De nombreuses protéines régulatrices
du cycle cellulaire impliquées dans la prolifération cellulaire sont induites par Src,
telles que les cyclines A, E, D1, le complexe A/ICDK2, P27 et P53. La SRC active
induit la phosphorylation de P27, puis régule a la baisse son niveau de protéines (Pan,
Brink et al. 2016).

STATS3 est le substrat en aval de SRC, et se lie a ses sites correspondant au domaine
SH2. I peut étre activé par la tyrosine phosphorylée de SRC en réponse a une grande
variété de cytokines et de facteurs de croissance (Pan, Brink et al. 2016). La SRC induit
la dimérisation de STAT3 et son entrée dans le noyau, ou ses dimeres et tétrameres se
lient a des éléments de réponse spécifiques de I'ADN entrainant I'activation de la
transcription et de la traduction des génes cibles. Le blocage de la voie SRC/STAT3
favorise la fonction de P27 dans les cellules, ce qui conduit a I'arrét du cycle cellulaire
en phase G1 (Pan, Brink et al. 2016).

Cette voie favorise la croissance et la survie des cellules par de multiples mécanismes,
y compris l'augmentation de l'expression des oncogenes, tels que c-myc, Skp2 et la
cycline D1 (Pan, Brink et al. 2016).

1.4 Lamort cellulaire
1.4.1 Lamort cellulaire programmée

Le terme apoptose a été utilisé pour la premiere fois dans un article désormais
classique de Kerr, Wyllie et Currie en 1972 pour décrire une forme morphologiquement
distincte de mort cellulaire (Obeng 2021). Elle peut affecter des cellules individuelles
ou des groupes de cellules et est contrdlée et dépendante de I'énergie. Elle est
considérée comme une composante vitale de divers processus, notamment le

renouvellement normal des cellules, le développement et le fonctionnement adéquats
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du systtme immunitaire, l'atrophie hormono-dépendante, le développement
embryonnaire et la mort cellulaire induite par des produits chimiques (Obeng 2021).

Au cours du processus précoce d'apoptose, le rétrecissement des cellules et la rétraction
du noyau (la pycnose) sont visibles au microscope optique. Dans le cas du
rétrécissement cellulaire, les cellules sont plus petites, le cytoplasme est dense et les
organites sont plus serrés. La pycnose est le résultat de la condensation de la chromatine
et c'est le trait le plus caractéristique de I'apoptose. Une hémorragie importante de la
membrane plasmique se produit, suivie d’une fragmentation destructive du noyau (une
caryorrhexis) et d'une séparation des fragments cellulaires en corps apoptotiques au
cours d'un processus appelé "bourgeonnement™. Les corps apoptotiques sont constitués
de cytoplasme avec des organites étroitement emballés, avec ou sans fragment
nucléaire. L'intégrité des organites est maintenue et le tout est enfermé dans une
membrane plasmique intacte. Ces corps sont ensuite phagocytés par les macrophages,
les cellules parenchymateuses ou les cellules néoplasiques et dégradés dans les
phagolysosomes. Il n'y a pratiqguement pas de réaction inflammatoire associée au
processus d'apoptose ni a I'élimination des cellules apoptotiques (EImore 2007). A ce
jour, la recherche indique qu'il existe deux voies apoptotiques principales : la voie
extrinséque, ou voie des récepteurs de la mort, et la voie intrinseque ou voie
mitochondriale (Roberts, Crawford and Longley 2022). Il existe une autre voie qui
implique la cytotoxicité médiée par les lymphocytes T et la destruction de la cellule
dépendante de la perforine-granzyme. Ces trois voies convergent vers la méme voie

d'exécution; initiée par le clivage de la caspase-3 (EImore 2007).

L'apoptose est également nécessaire pour débarrasser I'organisme des cellules envahies
par des agents pathogénes. Elle constitue également un processus vital de la
cicatrisation des plaies, et elle est également necessaire pour éliminer les cellules
immunitaires activées ou auto-agressives; on parle donc d’apoptose physiologique

(Wong 2011). II existe aussi I’apoptose pathologique (apoptose insuffisante/ apoptose
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excessive) ou les anomalies dans la régulation de la mort cellulaire peuvent étre une
composante importante de maladies telles que le cancer, le syndrome
lymphoprolifératif — auto-immun, le SIDA, [lischémie et les maladies
neurodégénératives (Wong 2011). Il a été rapporté que la suppression de I'apoptose au
cours de la carcinogenése joue un réle central dans le developpement et la progression
de certains cancers. Les cellules tumorales peuvent acquérir une résistance a l'apoptose
par I'expression de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 ou par la régulation a
la baisse ou la mutation de protéines pro-apoptotiques telles que Bax, dont leur

expression est régulée par le géne suppresseur de tumeur P53 (EImore 2007).

1.4.2 Lamort cellulaire non programmeée

Appelée aussi « nécrose », est un processus incontrolé et passif qui affecte
généralement de vastes champs de cellules. Parmi les principaux changements
morphologiques qui accompagnent la nécrose, on peut citer le gonflement des cellules,
la formation de vacuoles cytoplasmiques, la distension du réticulum endoplasmique, la
formation de taches cytoplasmiques, la condensation, le gonflement ou la rupture des
mitochondries, la désagrégation et le détachement des ribosomes, la rupture des
membranes des organites, le gonflement et la rupture des lysosomes et, enfin, la rupture
de la membrane cellulaire (EImore 2007). Cette perte d'intégrité de la membrane
cellulaire entraine la libération du contenu cytoplasmique dans le tissu environnant, ce
qui envoie des signaux chimiotactiques et entraine le recrutement de cellules
inflammatoires. Comme les cellules apoptotiques ne libérent pas leurs constituants
cellulaires dans le tissu interstitiel environnant et qu'elles sont rapidement phagocytées
par les macrophages ou les cellules normales adjacentes, il n'y a pratiqguement pas de
réaction inflammatoire (Elmore 2007). La nécrose conduit a la mort cellulaire avec
caryolyse (décomposition compléte du noyau cellulaire) et gonflement des cellules,
tandis que I'apoptose conduit a la mort des cellules avec rétrécissement, pycnose et

caryorrhexis. Le fait qu'une cellule meure par nécrose ou par apoptose dépend en partie
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de la nature du signal de mort cellulaire, du type de tissu, du stade de développement
du tissu et du milieu physiologique (Elmore 2007).

Le développement d'un cancer invasif implique un passage progressif d'une mort
cellulaire tumorale principalement apoptotique (programmeée) a une mort nécrotique
(non programmeée). Ce passage est associé a la libération chronique et croissante de
facteurs intracellulaires qui, a leur tour, favorisent l'angiogenése réactive et la
prolifération du stroma, et qui sont a l'origine du microenvironnement tumoral
désordonné associé a la suppression immunitaire locale (Zhang, Trojel-Hansen et al.
2023).

De ce fait, pour contrer tout cela, la prise en charge multidisciplinaire est essentielle
afin d'offrir le meilleur plan de traitement possible aux patient(e)s. Cependant, la base
du traitement est souvent la combinaison de la chirurgie et de la chimiothérapie. Aussi,
on peut diminuer le risque de cancer par I’introduction de composés naturels dans notre
alimentation tels les flavonoides et leurs dérivés. Ces derniers ont une capacité
perceptible a inhiber la formation de tumeurs et la croissance des cellules cancéreuses.
Par conséquent, les flavonoides pourraient étre utilisés comme médicaments
chimiopréventifs, ce qui indique leur utilité clinique potentielle dans le traitement du
cancer (Al-Jumaili, Siddique et al. 2023).

1.5 LA CHIMIOPREVENTION PAR DES COMPOSES NATURELS

La consommation de fruits et Iégumes a un effet protecteur contre le cancer
colorectal, le cancer du sein et le cancer du poumon, alors que seuls les fruits ont un
effet protecteur contre le cancer de la prostate (Ubago-Guisado, Rodriguez-Barranco
et al. 2021). Une plus grande consommation de poisson et une moindre consommation
de viande rouge et de viande transformée étaient liées a un risque plus faible de cancer

colorectal, et une plus grande consommation de poissons gras a un risque plus faible
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de cancer du sein. La consommation de calcium et de yaourt protege contre le cancer

colorectal et le cancer de la prostate (Ubago-Guisado, Rodriguez-Barranco et al. 2021).

1.5.1 Les polyphénols

Les polyphénols constituent le plus grand groupe de substances phytochimiques,
et un grand nombre d'entre eux se trouvent dans les aliments d'origine végétale (Tsao
2010). Les fruits, les légumes, les céréales complétes et d'autres types d'aliments et de
boissons tels que le thé et le vin sont de riches sources de polyphénols. Ces derniers
ont été classes en fonction de leur source d'origine, de leur fonction biologique et de
leur structure chimique. Ils sont un groupe de composés naturels présentant des
caractéristiques structurelles phénoliques. Des études ont également montré que
différents sous-groupes de polyphénols peuvent différer de maniére significative en
termes de stabilité, de biodisponibilité et de fonctions physiologiques liées a la santé
humaine (Tsao 2010).

Les classifications détaillées et les sources de ces polyphénols végétaux sont résumées
dans la figure 1-5 montrant que les polyphénols sont classés en cing groupes; a savoir
les acides phénoliques, les flavonoides, les curcuminoides, les stilbenes et les lignanes,
en fonction de leurs structures et de leurs fonctions, les flavonoides étant composeés de
flavanols, de flavonols, de flavones, de flavanones, d'anthocyanines et d'isoflavones
(Yi, Chen et al. 2020).

Les régimes riches en polyphénols ont été associés a de nombreux avantages pour la
santé. Les recherches menées ces dernieres années confirment le réle des polyphénols
dans la prévention des maladies degénératives, en particulier les cancers, les maladies

cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Tsao 2010, Yi, Chen et al. 2020).
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Figure 1-5 : Les classifications détaillées et les sources de polyphénols végétaux (Yi,
Li et al. 2019).

1.5.2 Les polyphénols du thé vert

Le thé est la boisson la plus répandue dans le monde. C’est une source riche en
molécules pharmacologiquement actives qui ont été impliquées dans divers bénéfices
pour la santé. Les polyphénols sont les principaux composés actifs présents dans les
thés. Les catéchines sont les composés polyphénoliques distinctifs présents dans le thé
vert (Camellia sinesis), qui comprennent I'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG),
I'épigallocatéchine (EGC), I'épicatéchine-3-gallate (ECG) et I'épicatéchine (EC)
(Figure 1-6). L'EGCG est la catéchine prédominante la plus étudiée dans le thé vert.
Elle représente 50 a 70 % des catéchines. Une consommation convenable de thé vert
est de trois a cing tasses par jour, une tasse de thé vert infusé a partir de 2,5 g de feuilles
de thé vert contient jusqu'a 200 mg d'EGCG (Khan and Mukhtar 2018, Hayakawa,
Ohishi et al. 2020).
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Il contient également une large gamme de composés chimiques, mais ce sont
principalement les polyphénols qui sont & I'origine de I'ardbme et des effets bénéfiques
du thé sur la santé. Les polyphénols du thé vert sont reconnus pour leurs propriétés
bénéfiques contre plusieurs maladies pathologiques, notamment le cancer, le diabéte et
les maladies cardiovasculaires. Ces polyphénols sont présents en concentrations
beaucoup plus élevées dans le thé vert que dans le thé noir ou le thé oolong, ce qui
explique leurs propriétés antioxydantes (Khan and Mukhtar 2018). Ces molécules sont
largement décrites comme étant efficaces dans la prévention du cancer du poumon, du
cancer du sein, du cancer de I'eesophage, du cancer de l'estomac, du cancer du foie et

du cancer de la prostate (Musial, Kuban-Jankowska and Gorska-Ponikowska 2020).

(-)-Epicatechin (EC)

DH

(-)-Epicatechin-3-gallate (ECG) (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Figure 1-6: Structure chimique des quatre principales catéchines du thé vert

(Steinmann, Buer et al. 2013)
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1.5.3 L'épigallocatéchine gallate

L'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) est la principale catéchine du thé vert et
est a I'origine de la plupart des recherches menées sur le thé vert. C’est un antioxydant
de premier plan qui neutralise les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) ce qui entraine
des effets chimiopréventifs/chimiothérapeutiques contre plusieurs types de cancers
(Steinmann, Buer et al. 2013, Khan and Mukhtar 2018)

Cette catéchine bloque la progression du cycle cellulaire et module les voies de
signalisation qui affectent la prolifération et la différenciation cellulaire. Elle favorise
également I'apoptose en réduisant I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2
(Hayakawa, Ohishi et al. 2020), module négativement différentes étapes impliquées
dans la métastase et cible I'angiogenése en inhibant I'expression des protéines HIF-1a
et VEGF (Romano and Martel 2021). L’EGCG a des effets anti-inflammatoires en
inhibant I'activation de facteurs de transcription tels que NF-«B, la protéine activatrice-
1 (AP-1), la voie de signalisation dépendante de MyD88, et 1’expression des génes
inflammatoires, y compris la cyclooxygénase (COX), la NO synthase et le TNFa
(Fujimura, Watanabe et al. 2022). Il exerce ces divers effets lorsqu'il est détecté par le
récepteur 67-kDa de la laminine, une protéine de surface cellulaire (67LR) (Fujimura,
Watanabe et al. 2022).

Des études in vivo ont montré que I'administration orale d'EGCG entraine une réduction
de la croissance tumorale et des effets anti métastatiques et anti angiogéniques dans des

modeles animaux de xénogreffe et d'allogreffe (Romano and Martel 2021).
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1.6 OBJECTIFS DE LA RECHERCHE

Les MSCs sont des cellules de soutien aux cellules cancéreuses au niveau des
foyers tumoraux de par leur capacité de s’auto-renouveler et de proliférer, suite a leur
recrutement via la sécrétion des cytokines tels TGFB et TNFo par les cellules
cancéreuses. Les MSCs fusionnent avec ces derniéres qui activent la signalisation
cellulaire aboutissant a la prolifération et la progression tumorale. Ainsi I’objectif de

notre étude est de:

1- Etudier I’effet des cytokines TGFB et TNFa sur le fonctionnement et
I’avancement du cycle cellulaire,
2- Evaluer le role de ’'EGCG sur I’expression des protéines impliquées dans la

progression du cycle cellulaire.

1.7 MODELE CELLULAIRE EXPERIMENTAL

Les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (BM-MSC)
humaines ont été utilisées comme modele cellulaire dérivé de la moelle osseuse pour
la présente étude sur 1’activation du point de contrdle des dommages a I'ADN avec le
TGFP et le TNFa et la progression et ’avancement du cycle cellulaire. Les MSC sont
recrutées au niveau du microenvironnement tumoral et semblent importantes dans la
régulation de la progression tumorale (Li and Hua 2017). En effet, différentes études
ont démontré la capacité des MSCs a migrer et a s’intégrer dans la tumeur (Lin, Wu et
al. 2022). Ces cellules sont recrutées au site tumoral suite a la sécrétion des cytokines
par les cellules cancéreuses leur permettant de contribuer aux différents processus
tumoraux suite a l'activation de différentes voies de signalisation intracellulaires tels
que; l'angiogenese, la métastase, I'invasion, la migration et la prolifération cellulaire

(Li and Hua 2017). Cette derniere est la clé de tous les autres processus tumoraux.
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Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et des voies de
signalisations impliquées dans les processus induisant la progression tumorale et
surtout la prolifération cellulaire pourrait permettre le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques afin de limiter la contribution des MSCs a la pathologie
néoplasique. Parmi ces stratégies thérapeutiques, I'utilisation d'inhibiteurs tel 'TEGCG,
une molécule chimiopréventive dérivée du thé vert, pourrait cibler des voies de

signalisation impliquées dans la progression tumorale.

Les BM-MSC pourraient étre largement utilisées dans des applications thérapeutiques
en raison de leur excellente capacité d'auto-renouvellement et de leur potentiel de

différenciation en plusieurs types cellulaires (Hong, Xu et al. 2020).

38



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

21 MATERIEL

Le dodécylsulfate de sodium (SDS) et I'albumine de sérum bovin (BSA) ont été
achetés aupres de Sigma-Aldrich Corp (St Louis, MO). Le milieu de culture, la
streptomycine/pénicilline, le sérum de veau feetal (FBS) et la trypsine ont été obtenus
de Life Technologies (Burlington, ON). Les réactifs de dosage des protéines de I'acide
bicinchoninique (micro-BCA) proviennent de Pierce (Rockford, IL). Les réactifs
d'électrophorése ont été achetés aux laboratoires Bio-Rad (Mississauga, ON). Le réactif
de chimioluminescence (ECL) provient d'’Amersham Pharmacia Biotech (Baie d'Urfe,
QC). Les anticorps dirigés contre CDK2, CDK4, CDKG6, P53 et P21 sont de Cell
Signaling Technology Inc. (Danvers, MA, USA). Les anticorps polyclonaux contre Src,
Src phosphorylé, STAT3, STAT3 phosphorylé, Cycline D1 et Bcl-xL ont été obtenus
auprés de Cell Signaling Technology Inc. L'anticorps monoclonal contre le
glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) provient de Advanced
Immunochemical Inc. (Long Beach, CA, USA). Les anticorps secondaires anti-lapin et
anti-souris de type immunoglobuline (IgG) conjugués a la peroxydase (HRP) ont été
obtenus auprés de Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA).
L'extraction de I'ARN total est réalisée a I'aide de TRizol (Invitrogen, Burlington, ON).
L'EGCG provient de MP Biomedicals, Inc (CA).
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2.2 METHODES
2.2.1 Culture cellulaire

Les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (BM-MSC)
humaines ont été achetées a I'American Type Culture Collection (ATCC ; Manassas,
VA, USA). Les BM-MSC ont été utilisées du 4eme jusqu’au 6eme passage apres avoir
été cultivées a 37°C sous une atmosphére humide a 5 % de COzet 95 % d'air dans le
milieu tMEM (GibcoBRL) contenant 100 unités/ml de pénicilline/streptomycine et 10%

(v/v) de sérum foetal bovin inactivé (iFBS) (Hyclone Laboratories, Logan, UT).

2.2.2 Lyse cellulaire

Les cellules sont cultivées dans des pétris de 60 mm jusqu'a atteindre 80% de
confluence, elles sont ensuite traitées avec 0.03 ug/ml de TGFp ou 0.3 ug/ml de TNFa
et avec une concentration de 30 uM d’EGCG. Apreés le traitement, les cellules ont été
lysées dans un tampon RIPA contenant 1 mM de NaF et NasVO. et le cocktail
d'inhibiteurs de protéases Millipore Set | dilue & 1/100 et récoltées a I'aide d'un
policeman. Les débris cellulaires ont été éliminés par une centrifugation a 13 000 rpm

pendant 30 minutes a 4 °C.

2.2.3 Dosage des proteines selon la méthode de microBCA

Les lysats de protéines ont été quantifiées par la méthode microBCA selon les
directives du fournisseur (Pierce). Chaque condition a été effectuée en triplicata. Plus
précisement, une courbe standard a été effectuée avec différentes concentrations
d'albumine sérique bovine (BSA). Un volume de 150 pl pour chaque échantillon ou
solution standard combinés a 150 pl de réactif microBCA a été ajouté dans une plaque

de 96 puits. Par la suite, la plaque a été incubée a 37°C pendant 2 heures a l'obscurité.
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Finalement, le produit de réaction pourpre formé par une liaison de coordination a été

mesuré & une longueur d'onde de 562 nm.

2.2.4 Electrophoreése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Une quantité égale de protéine de chaque échantillon (10-15ug) a été solubilisée
dans un tampon réducteur. Les échantillons sont incubés a 95°C pendant 5 minutes
avant d'étre soumis a I'électrophorese. Les protéines ont été séparées selon leur poids
moléculaire par électrophorese sur gel polyacrylamide dodécyl sulfate de sodium
(SDS-PAGE).

2.2.5 Analyse par immunobuvardage

Les protéines ont été électro-transférées sur une membrane de difluorure de
polyvinylidéne (PVDF) avec le Trans-Blot Turbo RTA transfer kit de Bio-Rad, qui ont
ensuite été bloquées pendant une heure a température ambiante avec 5% de lait écrémé
en poudre dans une solution saline tamponnée au Tris (NaCl 150 mM, Tris-HCI 20
mM, pH 7,5) contenant 0,3 % de Tween- 20 (TBST; Bioshop, TWN510-500) pour

bloquer les sites possibles de réaction croisée non spécifique.

2.2.6  Immunodétection des protéines

Les membranes ont été lavées successivement 3 fois pendant 10 minutes dans
le TBST et incubées pendant une nuit avec les anticorps primaires appropriés (dilution
1/1000) dans du TBST contenant 3 % de BSA et 0,1 % d'azide de sodium (Sigma-
Aldrich) a 4°C sous agitation constante, cette étape a eté suivie d'une autre séerie de
lavages dans le TBST a température piece. Ensuite, les membranes ont été incubées 1
heure avec des 1gG anti-lapin ou anti-souris conjuguées a la peroxydase de raifort a des
dilutions de 1/2500 dans du TBST contenant 5% de poudre de lait écrémé. La
membrane de PVDF est par la suite mise en contact avec un milieu d'ECL (enhanced

chemiluminescence), le temps d'exposition variait d'une protéine a l'autre. Les photons
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émis par le matériau immunoréactif ont été visualises par un film photographique
(autoradiographie). Les bandes ont été quantifiées avec le logiciel ImageJ (National
Institute of Health).

2.2.7 Extraction de I'ARN total

L'ARN total a été extrait des monocouches BM-MSC a l'aide de 1 ml de réactif
TRizol pour un maximum de 1,5x10° cellules, conformément aux instructions du
fabricant (Life Technologies, Gaithersburg, MD). Les échantillons ont été congelés a -
80°C jusqu' a utilisation.

2.2.8 Préparation de la bibliotheque d'ARN total

L'ARN total (500 ng) a été extrait des cellules BM-MSC traitees et utilisé pour
la préparation de la bibliothéque. La qualité de I'ARN a été évaluée avec le test
Bioanalyzer RNA 6000 Nano sur le systeme 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies,
Mississauga, ON), et tous les échantillons avaient un numéro d'intégrité de I'ARN (RIN)
supérieur a huit. La préparation de la bibliothéque a été réalisée avec le kit KAPA
MRNA-Seq HyperPrep (KAPA, Cat no. KK8581). La ligature a été réalisée avec I'UMI
a double indice lllumina et 10 cycles de PCR ont été nécessaires pour amplifier les
bibliotheques d’ADNCc. Les bibliothéques ont été quantifiées par QuBit et BioAnalyzer
DNAZ1000. Toutes les bibliotheques ont été diluées a 10 nM et normalisées par qPCR
a l'aide du kit de quantification de bibliothéque KAPA (KAPA,; Cat no. KK4973). Les
bibliotheques ont été regroupées a des concentrations équimolaires. Trois répliques

biologiques ont été générées.
2.2.9 Seéquencage de ’ARN

La haute qualité de I'ARN a été validée comme ci-dessus et les échantillons ont

été séquencés a l'aide du séquenceur lllumina NextSeg500 en utilisant le kit de cycles
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Nextseq High Output 75 (1x75bp) et cela a été réalisé a la plateforme de génomique de
I'Institut de Recherche en Immunologie et en Cancérologie (IRIC, Montréal, QC).

2.2.10 Lectures de I'alignement et I'analyse de I'expression différentielle

Les lectures ont été alignées et triees par coordonnées sur la version 38 du
génome humain (GRCh38.p13) avec la version 37 des annotations du géne Gencode,
a l'aide de I'aligneur STAR (STAR_2.7.1a) (Chen et al., 2018 ; Dobin et al., 2013). La
quantification des genes a été réalisée lors de l'alignement par STAR. Les génes
exprimés de maniere différentielle entre les groupes ont été identifiés a l'aide des
packages R DESeq?2 (v 1.30.1) (Love et al., 2014). Aprés analyse, seuls les génes avec
des valeurs p ajustées (adjp) < 0,05 et un changement de facteur log2 = 1,0 ont été
considérés comme significatifs. Le regroupement hiérarchique des genes exprimés de

maniere différentielle a été utilisé pour représenter les résultats (paquet R ggplot2).

2.2.11 Analyse d'enrichissement d'ensembles de genes

L'analyse d'enrichissement de I'ensemble de génes a été réalisée avec la version
4.2.3 du logiciel GSEA (Subramanian et al., 2005) avec I'ensemble complet des valeurs
d'entrée normalisées, en utilisant le Hallmark, les ensembles de genes de la voie
canonique (perturbations chimiques et génétiques, BioCarta, Reactome, et Kegg), et
ensembles de genes d'ontologie génétique (processus biologique). Les logiciels utilisés
pour l'analyse des données au cours de ce projet comprenaient GraphPad Prism et R
(version> 3.4). Pour toutes les analyses statistiques, les différences étaient considérées
comme statistiquement significatives si I'adjp calculé par le test t de Student avec
correction de Bonferroni était <0,05. Séquencage ARN des lignées cellulaires BM-
MSC.
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CHAPITRE 3

RESULTATS

3.1 Effetdu TGFp et du TNFa sur le point de controle G2/M du cycle cellulaire

Afin de mieux comprendre la régulation transcriptionnelle différentielle qui se
produit lors d’un traitement par le TGFB et le TNFa des cellules souches
mésenchymateuses (MSCs), I'ARN total a été isolé et une analyse transcriptomique a
été effectuée telle que décrite auparavant dans la section méthodologique. L'analyse a
révélé que les MSCs traitées avec le TGFp (Fig.3-1) affichaient une signature
d'expression genique différente de celle des MSCs traitées avec le TNFa (Fig.3-2) et
que celle des MSCs traitées est distincte de celle des MSCs témoins. Pour cela, nous
avons effectué une analyse d'enrichissement de I'ensemble de genes (GSEA) afin de
mieux interpréter ces différences. Parmi les processus qui se sont avérés induits de
maniere significative dans les cellules traitées au TGFp sont : ’expression du TGFp,
de I’IL-6 et du VEGF, I’activation de la voie erk1/2 et la méthylation (Fig.3-1. B, points
rouges). Dans les cellules traitées au TNFa sont : I’expression du TNFa, de I’'IFN, la
réponse immunitaire et 1’apoptose (Fig.3-2.B, points rouges). Par contre ceux qui se
sont avérés réduits dans les cellules traitées au TGFJ comprenaient : I’expression de
I’IFN, I’induction de la réponse immunitaire, 1’apoptose et le point de controle G2/M
du cycle cellulaire et dans les cellules traitées au TNFa était principalement le point de
contr6le G2/M du cycle cellulaire, qui est un processus réduit significativement en
commun a la fois par le TGFp et le TNFa mais d’une maniére moindre avec le TNFa
(Fig.3-1.C et 3-2.C, points bleus). Donc, la signature différentielle entre le TGFp et le
TNFa est que le TGF est immunosuppresseur et réduit 1’apoptose alors que TNFa est
pro-apoptotique et active la réponse immunitaire. Aussi, la signature commune entre le
TGFP et le TNFa est la diminution du point de contréle G2/M.
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Figure 3-1: L'analyse transcriptomique révele la réduction du point de contrdle G2/M
du cycle cellulaire lors du traitement des MSCs avec 0.03 pg/ml de TGF pendant 24h.
L’ARN total a été extrait des MSCs controle ou des MSCs traitées au TGFp dans le
cadre de trois expériences indépendantes. (A) Le regroupement hiérarchique non
supervisé de tous les genes différentiellement exprimés. (B) Dot plot montrant les
changements dans le score d'enrichissement normalisé pour les voies les plus enrichies
dans les MSCs traitées au TGFP par rapport aux MSCs non traitées. (C) Représentation
sous forme de carte thermique de I'expression relative de certains marqueurs

phénotypiques connus pour chacun des processus cellulaires indiqués.
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Dans les cellules traitées au TGFp, cela a été associé a une diminution significative des
niveaux de transcription de I’antigéne identifié par l'anticorps monoclonal Ki-67
(MKI67) qui code pour I’antigéne KI-67, un marqueur de prolifération cellulaire et de
la transcription de I'ARN ribosomique (Bullwinkel, Baron-Lihr et al. 2006). La
transcription du gene TOP2A codant pour I’enzyme ADN topoisomérase Ilo ayant un
role d’assurer le bon déroulement de la condensation et de la décondensation des
chromosomes au cours de la division cellulaire a été diminuée (Deweese and Osheroff
2009). Le géne PLK4 code pour I’enzyme sérine/thréonine-protéine kinase PLK4 qui
régule la duplication des centrioles au cours du cycle cellulaire a été réduit (Godinho,
Picone et al. 2014). Le gene CENPE codant pour la protéine E associée au centromere
qui est responsable du mouvement des chromosomes des mammiféres et/ou de
I'allongement du fuseau mitotique (Testa, Zhou et al. 1994) a également éte
considérablement réduit. Le géne CCNB2 qui code pour la protéine cycline-B2 ayant
un role clé dans le contrdle du cycle cellulaire (Liu, Wei et al. 1999), le géne MAD2L1
codant pour la protéine du point de contrble de I'assemblage du fuseau mitotique
MAD2A (Li, Tong et al. 2023) et le géene CEP55 qui code pour la protéine
centrosomale de 55 kDa (Cep55) ayant un role clé dans la cytokinese et la derniére
étape de la division cellulaire (van der Horst, Simmons and Khanna 2009) ont été réduis.
Notamment, le TGFp a diminué le niveau transcriptionnel du gene CDC20 qui code
pour I’homologue de la protéine 20 du cycle de division cellulaire, une protéine
essentielle dans la régulation de la division cellulaire (Wang, Wan et al. 2013), le géne
KIF20B qui code pour le membre de la famille des kinésines 20B, une protéine
impliquée dans la régulation positive de la prolifération cellulaire et la régulation
positive de la cytokinese (Kamimoto, Zama et al. 2001) et le gene ECT2 codant pour
la protéine ECT2, une protéine transformante liée aux régulateurs du cycle cellulaire et
a un role important dans la régulation de la cytokinese (Liu, Ishida et al. 2004) (figure
3-1.C).
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Figure 3-2 : L'analyse transcriptomique révele la réduction du point de contréle G2/M
du cycle cellulaire lors du traitement des MSCs avec 0.3 pg/ml de TNFa pendant 24h.
L’ARN total a été extrait des MSCs contrble ou des MSCs traitées au TNFa dans le
cadre de trois expériences indépendantes. (A) Le regroupement hiérarchique non
supervisé de tous les genes différentiellement exprimés. (B) Dot plot montrant les
changements dans le score d'enrichissement normalisé pour les voies les plus enrichies
dans les MSCs traitées au TNFo par rapport aux MSCs non traitées. (C) Représentation
sous forme de carte thermique de I'expression relative de certains marqueurs

phénotypiques connus pour chacun des processus cellulaires indiqués.
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Dans les cellules traitées au TNFa, on a remarqué une réduction significative des
niveaux de transcription des genes : POLQ codant pour 'ADN polymérase théta, un
composant principal de la voie alternative de réparation de 'ADN (Liddiard, Aston-
Evans et al. 2022). RBL1 qui code pour le Retinoblastoma-like 1 (p107) étant impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire (Rual, Venkatesan et al. 2005). STMN1 codant
pour la stathmine qui est cruciale pour la régulation du cytosquelette cellulaire (Rubin
and Atweh 2004). CDKN3 qui code pour I’enzyme inhibiteur de kinase cycline-
dépendante 3 (Yeh, Lu et al. 2003). TPX2 codant pour la protéine de ciblage pour Xklp2
qui a un réle clé dans I'induction de I'assemblage et de la croissance des microtubules
pendant la phase M (Trieselmann, Armstrong et al. 2003). Aussi, le TNFa a reduit le
niveau transcriptionnel des génes PLK4 d’une maniére plus significative que celle pour
le TOP2A. Ce qui a été le cas avec le TGFB mais inversement, donc le niveau
transcriptionnel de TOP2A a été réduit d’une maniére plus significative que pour le
PLK4 (figure 3-2.C).

3.2 L’activité pharmacologique de P’EGCG sur la prolifération cellulaire et
I’expression des cyclines et des cyclines dépendantes des kinases induite par

le TGFp et le TNFa

Afin de déterminer l'impact de 'EGCG sur la prolifération cellulaire, nous avons
analysé 1'expression protéique des biomarqueurs impliqués dans la division et la
prolifération cellulaire telles les cyclines et des cycline-kinases dépendantes (CDK)
lors du traitement avec I’EGCG des MSCs stimulées au TGF3 ou au TNFa. Les cellules
ont été ensemencees et cultivées pendant 24 h, puis traitées a 0.03 ug/ml de TGFp ou
4 0.3 pg/ml de TNFa plus ou moins 30uM d’EGCG en co-traitement pendant 24 h. Les
lysats ont été analysés par électrophorese, suivi d'un immunobuvardage de type
Western. Les résultats obtenus dans la Figure 3-3 montrent que ’EGCG réduit
I’expression des CDK2, CDK4 et CDK6 induite par le TGFp et le TNFa, le CDK2 été
induit par le TGFB et le TNFa. Ces résultats montrent aussi que I’EGCG inhibe
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I’expression du complexe CDK4/6 induite plus avec le TNFa qu’avec le TGFp. Aussi
I’expression de la cycline D1 été plus induite avec le TNFa qu’avec le TGFp et que

cette induction a été inhibée par I’EGCG montré dans la figure 3-5.

3.3 Activation de la voie de signalisation SRC/STAT3 par le TGFp et le TNFa

participant a la croissance cellulaire

Comme la voie SRC/STAT3 est activée dans de nombreuses tumeurs et a un
effet sur la prolifération et la survie cellulaire (Vigneron, Cherier et al. 2006), il nous
fallait confirmer ceci par l'effet du TGFB et du TNFa dans les MSCs. Aussi de
déterminer 1I’impact de ’EGCG sur la régulation de la voie oncogénique SRC/STAT3
dont D’activation est associée a un mauvais pronostic, par 1’induction de génes
impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire en lui procurant un réle dans la
progression tumorale (Berthenet 2015). Pour ceci, nous avons analysé le statut de
phosphorylation de la protéine oncogene SRC et du facteur de transcription STAT3
apres le traitement a ’EGCG, dans les MSCs stimulées au TGFp et au TNFa. La
phosphorylation de SRC et de STAT3 a été observée apres 24h de stimulation au TGFf3
et au TNFa. La figure 3-4 montre que ’EGCG inhibe la phosphorylation et
I’expression de SRC et de STAT3 induite par le TGFp et le TNFaq, et cela a été
beaucoup plus avec le TGFp qu’avec le TNFa.
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Figure 3-3 : L’EGCG inhibe I’expression des protéines Cdk (cyclin-dependent protein
kinases) dans les cellules souches mésenchymateuses nécessaires a la prolifération
cellulaire. A) Analyses par immunobuvardage de type Western des MSCs traitées avec
0.3 pg/ml de TNFa ou 0.03 pg/ml de TGFB en présence ou en absence de 30 uM
d’EGCG pendant 24h. GAPDH a été utilise comme contréle de charge. B) Analyse
densitométrique de CDK2, CDK4 et CDK6 normalisé sur GAPDH.
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Figure 3-4 : L’EGCG inhibe la phosphorylation de Src et STAT3 dans les cellules
souches mésenchymateuses. A) Analyses par Western Blot des MSCs traitées avec 0.3
pug/ml de TNFa ou 0.03 pg/ml de TGFp en présence ou en absence de 30 uM d’EGCG
pendant 24h. GAPDH a été utilisé comme controle de charge. B) Analyse
densitométrique de SRC, STAT3 et SRC, STAT3 phosphorylées normalisé sur
GAPDH.
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3.4 Effet de PEGCG sur ’induction de I’apoptose et ’expression de Bcl-xL

Afin de confirmer les résultats obtenus auparavant (Figure 3-1 et 3-2), montrant
que le TNFa et le TGFp réduisent le point de contrdle G2/M et que donc les cellules
MSCs n’entrent pas en phase mitotique et ne se divisent pas et probablement meurent
par apoptose. A ce stade-ci, il fallait investiguer I’expression protéique de la protéine
anti-apoptotique Bcl-xL dans les MSCs traitées avec le TNFa ou le TGF, ainsi
qu’étudier I’effet de ’EGCG sur son expression. Nous pouvons donc remarquer sur la
figure 3-5 que I’expression de Bel-xL a été plus induite avec le TNFa qu’avec le TGFp,

et que cette induction a ét¢ inhibée remarquablement a 50 % avec ’EGCG.

3.5 Induction de ’arrét du cycle cellulaire par le TGFp et le TNFa et ’effet de
PEGCG sur ’expression du p53 et p21

Confirmer I’induction de I’expression du facteur de transcription p53 et de
I’inhibiteur de CDKs (p21) par le TGFp et le TNFa, était nécessaire pour pouvoir
¢établir un lien entre le TGFp et le TNFa et ’arrét du cycle cellulaire des MSCs. Nous
avons analysé I'expression protéigque de ces biomargueurs dans les MSCs stimulées au
TGFp ou au TNFa et soumises a des traitements avec I’EGCG. Nous pouvons donc
remarquer sur la figure 3-6 que I’EGCG réduit I’expression du p53 faiblement induite
par le TGFp et le TNFa, et il inhibe aussi I’expression du p21 induite beaucoup plus
avec le TGFP qu’avec le TNFa.
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Figure 3-5 : L’EGCG régule a la baisse les niveaux de protéines des geénes cibles de
STAT3 dans les cellules souches mésenchymateuses impliqués dans la survie
cellulaire. A) Analyses par immunobuvardage de type Western des MSCs traitées avec
0.3 pg/ml de TNFa ou 0.03 pg/ml de TGFP en présence ou en absence de 30 uM
d’EGCG pendant 24h. GAPDH a été utilis¢é comme contrdle de charge. B) Analyse

densitométrique de cycline D1 et Bcl-xL normalisé sur GAPDH.
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Figure 3-6 : L’EGCG inhibe I’expression de l'inhibiteur de kinase cycline-dépendante 1
(P21) dans les cellules souches mésenchymateuses. Analyses par immunobuvardage de
type Western des MSCs traitées avec 0.3 pg/ml de TNFa ou 0.03 ug/ml de TGFp en
présence ou en absence de 30 uM d’EGCG pendant 24h. GAPDH a été utilisé comme
contréle de charge. B) Analyse densitométrique de P53 et P21 normalisé sur GAPDH.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION

De nombreuses études ont indiqué que les MSCs jouent un réle essentiel dans la
biologie du cancer (Lin, Wu et al. 2022). De ce fait, elles sont recrutées au niveau des
sites tumoraux suite a la sécrétion des cytokine pro-inflammatoires tels le TGFf et le
TNFa par les cellules cancéreuses nécessitant un soutient nutritionnel et de I’oxygeéne
(Lin, Wu et al. 2022). Une fois recrutées au microenvironnement tumoral, les MSCs
fusionnent avec les cellules cancéreuses et participent a de nombreux processus
tumoraux, tels que la prolifération, la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et
la métastase (Lin, Wu et al. 2022). La prolifération fait appel aux protéines du cycle
cellulaire, parmi lesquelles : les cyclines et les CDKs, leur forte expression prolongée
a été observée dans diverses maladies provoquant une prolifération cellulaire excessive,

notamment dans les cancers (Vadiveloo 1999, Saleban, Harris and Poulter 2023).

Pour cela, dans notre étude nous avons traité les MSCs avec TGFB ou TNFa, des
cytokines de phénomeénes participants a la tumorigénese tels la TEM et I’inflammation,
et ces traitements étaient effectués en présence ou en absence d’EGCG pour étudier
son impact pharmacologique. Nous avons donc eu des résultats du séquencage de
I’ARN, permettant de déterminer une signature importante commune entre le TGFf et
le TNFa qui se présente en la réduction du point de contréle G2/M (point de transition
induit par la mitose) et que c’est I'un des deux points de contréle majeurs du cycle
cellulaire (le second étant la phase G1/S, point d'initiation de la synthese de I'ADN).
Cette reduction a été associée a la diminution significative des niveaux de certains
genes par le TGFp et le TNFo comme : PLK4 qui code pour des protéines kinases a
sérine/thréonine régulant la duplication des centrioles au cours du cycle cellulaire

(Godinho, Picone et al. 2014), ou d’autres résultats ont indiqué que I’expression du
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géne PLK4 a été réduite par le TGFpB contrairement au TNFa qui a favorisé son
expression (Hu, Wang et al. 2013, Tian, Han et al. 2020). Et le TOP2A codant pour
I'ADN topoisomérase Ilo impliquée dans la condensation des chromosomes et la
séparation des chromatides (Deweese and Osheroff 2009), ou il a été monté pour la
premiere fois dans la présente étude que son expression est réduite par le TGFp et le
TNFa. L’expression d’autres génes a été réduite par le TGFp tels : MKI67 code pour
la protéine Ki-67, un marqueur de prolifération cellulaire impliqué dans la régulation
de la division nucléaire mitotique et biomarqueur de plusieurs maladies, dont le cancer
des glandes endocrines et le cancer du systéeme gastro-intestinal (Sobecki, Mrouj et al.
2016). 1l a été déja montré que les voies de signalisation du cancer telles la signalisation
TGF-B ¢étaient associées a une faible expression de MKI67 et une prolifération
cellulaire réduite (Murthy, Oshi et al. 2021), or qu’une autre étude a révélé des niveaux
d’expression ¢€levés du gene MKI67 induits par le TGFp liés a une forte prolifération
cellulaire et une agressivité cancéreuse (Oshi, Newman et al. 2020). ECT2 qui code
pour une protéine ayant un réle important dans la régulation de la cytokinése (Liu,
Ishida et al. 2004). CENPE code pour une protéine motrice qui s'accumule dans la
phase G2 du cycle cellulaire et est I'un des moteurs responsables du mouvement des
chromosomes des mammifeéres et/ou de I'allongement du fuseau (Testa, Zhou et al.
1994). Pour ces deux génes ECT2 et CENPE, il a été prouvé dans une autre étude que
leur expression était régulée a la hausse par le TGFp en favorisant le processus du cycle
cellulaire mitotique (Saito, Tatsumoto et al. 2003, Luo and Gellad 2020). CDC20
codant pour la protéine cdc20 essentielle dans la régulation de la division cellulaire lors
de la promotion de I'anaphase et un biomarqueur de certains cancers (Luo and Gellad
2020). KIF20B codant pour la protéine impliquée dans la régulation positive de la
prolifération des populations cellulaires et la régulation positive de la cytokinese
(Kamimoto, Zama et al. 2001). CCNB2 code pour la protéine cycline-B2 spécifique a
la mitose G2, joue un role clé dans le contréle du cycle cellulaire (Liu, Wei et al. 1999).
CEP55 codant une phosphoprotéine mitotique qui joue un réle clé dans la cytokinése

(van der Horst, Simmons and Khanna 2009). Et le MAD2L1 codant pour la protéine
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du point de controle de I'assemblage du fuseau mitotique qui empéche I'apparition de
I'anaphase jusqu'a ce que tous les chromosomes soient correctement alignés sur la
plaque métaphasique (Li, Tong et al. 2023). Par contre pour ces quatre derniers genes,
il a été prouvé pour la premicre fois dans la présente étude que TGFP réduisait leur
expression impliquée dans la prolifération et la division cellulaire. Ces résultats, nous
permettent de déduire que le TGFP diminue I’expression de certains génes impliqués

dans le point de contrdle G2/M et donc inhibe la division cellulaire.

Le TGFp contribue aussi au développement tumoral par 1’induction de la prolifération
et la TEM. Bien que le role du TGFp dans la TEM ait été bien établi, il est probable
que les cellules subissant des modifications morphologiques et fonctionnelles
drastiques cessent de proliférer pour faciliter la transition, afin que ces changements
puissent étre adaptés (lordanskaia and Nawshad 2011). Par conséquent, 1’arrét de la
prolifération cellulaire et I’activation de 1’arrét du cycle cellulaire pourraient étre des
conditions préalables a la différenciation et/ou a la TEM des cellules. Le contréle de la
prolifération par le TGFp est un modulateur important de la migration cellulaire et un
régulateur clé de la TEM. Il a été démontré que 1’arrét de la croissance est une condition
préalable a la différenciation des cellules. En réponse au TGF, les cellules en phase
G2/M subissent I'apoptose, tandis que si elles sont en phase G1/S, elles sont transférées
a la TEM et sans arrét du cycle cellulaire, ces deux phénomenes ne peuvent pas avoir
lieu (lordanskaia and Nawshad 2011). Dans une autre étude, il a été montré que le
TGFP joue un double rdle dans la carcinogenése. Aux premiers stades du cancer, le
TGFp présente des effets suppresseurs de tumeurs en inhibant la progression du cycle
cellulaire et en favorisant I'apoptose. Cependant, I'expression du TGFf est élevée aux
stades avancés du cancer et les cellules deviennent résistantes aux effets suppresseurs
induits par le TGF, répondant a cette cytokine subissant une TEM, qui contribue a la
migration et a l'invasion cellulaire (Syed 2016, Soukupova, Malfettone et al. 2021).

Cela peut expliquer nos résultats démontrant que le TGFp réduit le point de contrdle
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G2/M et induit I’arrét du cycle cellulaire, vue que nous avons fait des traitements de
24h.,

D’autres geénes ont eu une diminution significative de leurs niveaux de transcription
suite au traitement des cellules par le TNFa tels : POLQ codant pour I'ADN polymérase
théta, un composant principal de la voie alternative de réparation de I'ADN par jonction
d'extrémité non homologue (ANHEJ) qui ligature les cassures double brin de I'ADN
(Liddiard, Aston-Evans et al. 2022), ou il a été démontré pour la premiere fois dans
notre étude qu’il y a un lien direct avec le TNFa et que ce dernier réduit son expression.
RBL1 code pour le Retinoblastoma-like 1, une protéine impliquée dans la régulation
du cycle cellulaire, elle est phosphorylée dans la transition de phase S a M (Rual,
Venkatesan et al. 2005), et il a été montré auparavant que cette phosphorylation et
I’augmentation des niveaux d’expression de RBL1 a été activé par le TNFa induisant
une prolifération cellulaire accrue (Wong, Jamal et al. 2017). STMN1 code pour la
stathmine, une protéine cruciale dans la régulation du cycle cellulaire en régulant le
cytosquelette cellulaire (Rubin and Atweh 2004); par contre d’aprés les données
antérieures, l'expression de ce géne STMNI a été régulée a la baisse par le TNFa
réduisant la migration et I’invasion des cellules (Wang, Feng et al. 2017). Et le TPX2
code pour la protéine de ciblage pour XkIp2 qui a un réle intégral dans I'assemblage
des microtubules (la mitose), TPX2 est surexprimé dans différents types de cancers
humains et contribue a la croissance tumorale et aux métastases (Trieselmann,
Armstrong et al. 2003), et I’expression a la baisse du TPX2 par le TNFa a été montré
pour la premicre fois dans la présente étude. Il a ét€ montré que 1’appauvrissement en
TPX2 a été lié a une instabilité génomique, entrainant des dommages a I'ADN. Cette
instabilité peut agir comme un mécanisme de suppression de la tumeur en entrainant la
mort cellulaire (Neumayer and Nguyen 2014). De ce fait, nous pouvons dire que le
TNFa entraine des dommages a I'ADN dans les MSCs traitées, ce qui va induire une
diminution de I’expression de certains génes impliqués dans le point de controle G2/M

et donc la division cellulaire va étre réduite.
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Nos résultats sont en cohérence avec les résultats des études précédentes montrant que
le TNFa a fait sortir les cellules cancéreuses du sein de la phase de repos G0/G1, les
faisant entrer dans des phases de prolifération. En conséquence, le TNFa a provoqué
davantage de dommages a ’ADN en régulant positivement la formation de H2AX
phosphorylé -un marqueur des cassures double brin de I’ADN- a des niveaux plus
élevés et a renforcé 1’arrét du cycle cellulaire en phase G2/M et S (Wu, Wu et al. 2017),
ou la plupart des cellules meurent (subissent une lyse) (Darzynkiewicz, Traganos et al.
1984). Il peut donc déclencher différentes formes de mort cellulaire programmeée qui
se distinguent morphologiquement tels l'apoptose et la nécroptose (nécrose
programmeée) (Wu, Wu et al. 2017). Le TNFa a démontré une activité anticancérigéne
dans les cellules en fonction de la dose et du temps (Jeoung, Allen et al. 1995). Par
conséquent, le TNFa a déja été utilisé comme agent antitumoral en raison de son large
spectre d’effets cytotoxiques contre diverses cellules cancéreuses, notamment le cancer
colorectal, le mélanome et le sarcome (Wu, Wu et al. 2017). Cependant, I'application
clinique du TNFa a été limitée, en grande partie en raison de son induction de la
transcription de genes pro-inflammatoires et anti-apoptotiques (Wu, Wu et al. 2017).
Et comme le TNFa est un médiateur clé de I'inflammation, il induit et améliore la survie
cellulaire en favorisant la prolifération et en inhibant I'apoptose de maniére dose-
dépendante (Hu, Wang et al. 2015, Rossi, da Silva Manoel-Caetano et al. 2022). Des
événements courants dans D’initiation et la promotion d’une maladie maligne,
permettant la contribution a la cancérogenese. Par exemple, le TNFa stimule la
croissance tumorale et les métastases dans un modéle murin de cancer du pancréas, des

tumeurs cutanées, ovariennes et intestinales (Hu, Wang et al. 2015).

A partir de ces résultats et pour les confirmer, nous avons procédé a verifier
I’expression des protéines impliquées dans le cycle cellulaire comme, la cycline D1 et
les CDK 2, 4 et 6 suites au traitement au TGF ou au TNFa en présence ou en absence
d’EGCG. La cycline D1 en se liant au CDK4 et/ou CDKS6, induit la formation du

complexe CDK4/6 et I’inhibition de la protéine du rétinoblastome (Rb) (un suppresseur
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tumoral) par sa phosphorylation au début de la phase G1 conduisant a la progression
du cycle cellulaire (Zhu, Yu et al. 2017). Donc, le passage de la phase G1 a la phase S
est assuré par ’activité des CDK4/6, une étape du cycle cellulaire déterminant ou non
cette division. Lorsque 1’activité des CDK4/6 est bloquée par un inhibiteur, la division
cellulaire est stoppée. Les inhibiteurs de CDK4/6 permettent donc d’empécher la
réplication des cellules cancéreuses (Carassou, Meijer et al. 2012). A la fin de la phase
G1, lacycline E se lie au CDK2 et I'active, ce qui entraine la phosphorylation compléte
de pRb et la progression du cycle cellulaire conduisent au passage de la cellule de la
phase G1/S a la phase S. Suite a cela, les cyclines A forment un complexe avec CDK2
entrainant la progression de la cellule vers la phase G2 (Wang 2021, Kamranvar, Gupta
et al. 2022). D’aprés nos résultats sur la figure 3-3, I’activation de CDK6 par le TGFf
et par le TNFa d’une maniére plus ¢élevée a conduit a I’activation du complexe
CDK4/CDK6 induisant 1’inhibition de la pRb et normalement la poursuite de la
division cellulaire mais par la suite la CDK2 a été activée mais d’une maniere tres
minime. Donc, pas de liaison avec la cycline E ou la cycline A, ce qui a probablement
inhibé le passage de la cellule de la phase G1/S a la phase S et la progression de la
cellule vers la phase G2. Cela peut expliquer la réduction du point de contrle G2/M

par le TNFa et plus significativement par le TGFp.

Des résultats des études antérieures sur deux lignées cellulaires de leucémie humaine
sont en cohérence avec les notres, ou il a ét¢ démontré que le TGFf a un réle inhibiteur
et régulateur négatif de I’activité cycline/CDK en phase G1 et bloque la transition G1/S,
liée a la destruction de I’assemblage cycline E — CDK2 et a I’inhibition de la synthese
de CDK4 (Hu, Cui et al. 2007). Il régule négativement aussi I'expression de plusieurs
kinases du point de contrdle G2/M. De plus, le TGFP a un effet inhibiteur sur la
phosphorylation de pRb, conduisant a I'inhibition de la transcription de 'ADN (Hu, Cui
et al. 2007). Ces mécanismes majeurs représentés par I’inhibition des activités kinases
du point de contrdle G1 et la déphosphorylation de pRb sont donc liés a I’arrét du cycle

cellulaire en phase G1 et a I’inhibition de la prolifération cellulaire (Hu, Cui et al. 2007).
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Contrairement au TNFa ou d’autres études ont montré qu’il induit ’activation de NF-
kB stimulant les transcriptions de la cycline D1, de la cycline D2, de la cycline E, de
CDKA4 et de CDKG6 et la diminution de I'expression de la protéine Rb (Jeoung, Allen et
al. 1995, Hu, Cui et al. 2007), pour accélérer la progression du cycle cellulaire a partir
de GO/GI1 vers phase S. En conséquence, le TNFa a fait sortir les cellules cancéreuses
au repos de la phase GO/G1, les faisant entrer dans des phases de prolifération sensibles
au traitement (Yang, Li etal. 2012, Wu, Wu et al. 2017, Zhu, Yu et al. 2017), suggérant
que le TNFa est un régulateur de la transition du cycle cellulaire G1 — S via la voie

NF-kB (Wu, Wu et al. 2017).

Dans notre étude, nous avons remarqué que cette expression de la cycline D1 et des
CDK2, 4 et 6 induite par le TGFf et le TNFa dans les MSCs a été inhibée par ’EGCG,
ce qui nous laisse déduire que cette molécule a un réle similaire au réle des CKI. En
inhibant ces protéines kinases du cycle cellulaire, ’EGCG inhibe la formation de
complexes cycline D1 /CDK4,6, ce qui induit a I’activation de la protéine Rb par
phosphorylation et donc le blocage de la division cellulaire. Cela a été prouvé dans les
précédentes études montrant que I'EGCG supprime la division des cellules
lymphocytaires T en entravant le cycle cellulaire. La division cellulaire a été
significativement inhibée par I'EGCG induisant son arrét en phase GO/G1, la
diminution de l'activité de synthese de I'ADN en phase S et la diminution de la
progression vers le phase G2/M (Wang, Niu et al. 2015). Il a été montré en outre que
I'EGCG réduisait I'expression des protéines cyclines A, B et D liées au cycle cellulaire.
Conformément a cela, 'EGCG inhibait également I'expression des CDK 2, 4, 5 et 6.
De plus, L'EGCG a empéché la phosphorylation (inactivation) de la protéine du
rétinoblastome (Rb) suppresseur du cycle cellulaire et a réduit I'expression des
inhibiteurs de CDK P27 et P21. Ce qui montre que I'effet inhibiteur de I'EGCG est di
a une progression entravée du cycle cellulaire, qui a son tour est liée a une activité
altérée et/ou a I'expression de plusieurs molécules connues pour réguler la progression
du cycle cellulaire (Wang, Niu et al. 2015). L'EGCG inhibe la division et la
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prolifération des cellules cancéreuses grace a la régulation des complexes pRb-CDK et
donc il inhibe de maniére significative leur prolifération, par le mécanisme de
déphosphorylation considérable de la pRb et la régulation négative de la formation de
complexes CDK4-pRb et CDK6-pRb. Ces derniers mécanismes favorisent tous la
liaison de Rb aux facteurs de transcription E2F et empéchent I'entrée de la cellule en
phase S, conduisant a une inhibition de la croissance cellulaire et 1’arrét du

développement de la tumeur (Henry, Brumaire and Hu 2018).

La prolifération et la survie cellulaire dans de nombreuses tumeurs sont associées a
I’activation de la voie SRC/STATS3 qui induit I’expression de génes impliqués dans ces
phénomeénes tel la cycline D1 (Berthenet 2015, Rodriguez Torres, Gresseau et al. 2023).
Nous avons tenté de Vérifier ceci par immunobuvardage de type Western (Western blot)
dans les MSCs apres traitement au TGF3 ou au TNFa. Notre présente étude démontre
pour la premiére fois que le TNFa active dans les MSCs la voie SRC/STAT3 impliquée
dans la progression du cycle cellulaire, contrairement a d’autres études sur les cellules
cancereuses du sein ou le TNFa induisait la stimulation de I’expression des cyclines et
CDKSs participants a la division et prolifération cellulaire en activant la voie NF-xB
(Wu, Wu et al. 2017). Quant au TGF, il était rapporté qu’il induisait la protéine TGFBI
(Korvatska, Munier et al. 1998) qui, en se liant avec 1’intégrine avp5 activait la
phosphorylation de la tyrosine kinase SRC, régulant ainsi positivement la voie STAT3 ,
achevant un effet pro-tumorigéne et la promotion de la prolifération des cellules
souches cancéreuses dans diverses tumeurs (Peng, Zhu et al. 2022). Ces résultats et les
résultats des figures 3-1 et 3-2 montrent que le TGFB et TNFa, en plus de réduire le
point de contrle G2/M et donc la division cellulaire, induisent aussi la division et la
prolifération. Cela peut étre expliqué par le double rdle des deux cytokines -inducteur
et réducteur- de la division et la prolifération cellulaire. Pour le TNFa, la balance se
penche vers I’induction de la division cellulaire, cependant pour le TGF elle se penche
vers la réduction de la division cellulaire. Les résultats de la figure 3-4 nous montrent

aussi que 1’utilisation de ’EGCG, apres avoir traité les MSCs au TGFf ou au TNFa,
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inhibe I’expression de SRC et la phosphorylation et I’activation de STAT3 conduisant
a ’inhibition de la synthése de la cycline D1 et a la suppression de la promotion du
cycle cellulaire (figure 3-5). Des résultats antérieurs ont montré que ’EGCG était
capable de supprimer 1’expression de pSRC et d’inhiber également I'expression de

STAT3 dans les tumeurs du cancer de l'ovaire (Rodriguez Torres, Gresseau et al. 2023).

Etant donné que les produits génétiques régulés par STATS3, tels que Bcl-xL et la
cycline D1, sont impliqués dans une prolifération cellulaire accrue (Aziz, Sarwar et al.
2021), I'inhibition sélective de la signalisation STAT3 peut supprimer la prolifération
et inhiber la croissance de diverses cellules cancéreuses, notamment celles de I'estomac,
du foie, de la téte et du cou, de la peau et des poumons et elle induit aussi I'apoptose
dans les cellules cancéreuses (Park, Park et al. 2016, Aziz, Sarwar et al. 2021). Nous
pouvons remarquer sur la figure 3-5 qu’apreés le traitement des MSCs au TGFp ou au
TNFa, I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL a été induite beaucoup plus
avec TNFa qu’avec TGFp confirmant nos précédents résultats montrant que le TGF
a quand méme un effet pro-apoptotique vue que I’expression du Bcl-xL est minime
contrairement au TNFa ayant un rdle anti-apoptotique. Ces propriétés anti-
apoptotiques du TNFa sont liées a I’activation de la voie NF-«B induisant a la
transcription de ses génes cibles tel Bcl-xL (Wang and Lin 2008). D’autres publications
ont montré que le TGFp a un role de suppresseur tumoral en induisant I’apoptose via
la voie pRb/E2F (Korah, Canaff and Lebrun 2016). Pour la premiere fois a notre
connaissance, notre étude supporte un réle inducteur de 1I’apoptose de TGFp et TNFa
par la régulation de I’expression du Bcl-xL. Notre étude montre aussi que I’expression
de cette protéine anti-apoptotique a été inhibée par ’EGCG dans les MSC traitées avec
TGFB ou TNFa, ce qui est en cohérence avec les résultats d’une étude précédente,
démontrant 1’impact pro-apoptotique de I'EGCG sur les cellules cancéreuses
surexprimant des protéines anti-apoptotiques tels que Bcl-xL, Bcl-2 et pAKT en

diminuant leur expression (Rodriguez Torres, Gresseau et al. 2023).
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La régulation négative de I'expression des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-xL
régulée par STAT3, augmente I'expression de la protéine p53 induisant I'arrét du cycle
cellulaire par 'activation transcriptionnelle d’un de ses produits géniques régulateurs
du cycle cellulaire tel le P21 (Park, Park et al. 2016). D’apres la figure 3-6 (plus
précisément la figure 3-6 A), I’expression de P53 est constante dans les MSCs contrdle
et dans les MSCs traitées au TGFP ou au TNFa et peut étre un peu plus induite dans
les MSCs traitées au TGFP ou au TNFa (ce que nous ne voyons pas sur la figure3-6 B,
aprés normalisation sur GAPDH qui n’est pas exprimé d’une manicre constante et est
moins exprimé dans les cellules contréle -erreur de manipulation-). En parallele,
I’expression de P21 est induite beaucoup plus par le TGFB que par le TNFo suggérant
que la P53 a activé la P21 qui a inhibé les protéines du cycle cellulaire et arrété la
division des cellules. Cela a été prouvé auparavant, ou d’autres études ont montré que
le TNFa diminue I'expression de la protéine Rb et augmente le niveau d'expression de
la protéine suppresseur de tumeur P53 qui a son tour, induit I’expression de la protéine
P21 inhibant la cycline D en formant un complexe. Ce qui montre que les protéines Rb,
P53 et P21 médient l'activité antimitogéne du TNFa et que ce dernier conduit a I’arrét
du cycle cellulaire (Jeoung, Allen et al. 1995). Aussi, le TGF inhibe la prolifération
cellulaire dans les cellules épithéliales par plusieurs voies, notamment la régulation
positive des inhibiteurs (CDK) comme le P21, un inducteur de I'arrét du cycle cellulaire
a la phase G1 a la suite de sa liaison au CDK 4 ou 6 et empéche son interaction avec la
cycline D (lordanskaia and Nawshad 2011). Pris ensembles, ces résultats sont en
cohérence avec ceux qu’on a eu précédemment indiquant que le TGFP réduisait

beaucoup plus la division cellulaire et le point de contréle G2/M que le TNFa.

De plus, nos résultats démontrent que I’EGCG a un effet inhibiteur sur I’expression de
P53, ce qui n’est en cohérence avec une autre étude montrant pour la premiére fois que
I’EGCG pouvait activer la voie apoptotique mitochondriale en inhibant la voie de
signalisation SIRT1-P53 et enfin en induisant I'apoptose dans les lignées cellulaires

(Jiang, Huang et al. 2022). Par contre, pour la P21 qui a été inhibée par I’EGCG dans
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notre étude, c’est contradictoire par rapport aux études antérieures ou I’EGCG
augmentait I’expression de la P21 (Thakur, Ruhul Amin et al. 2010). Seulement en
cohérence avec une seule étude, ou ils ont trouvé que I'EGCG a inversé la régulation
positive de P21 dans des maladies auto-immunes médiées par les lymphocytes T,
suggérant que P21 pourrait ne pas étre implique dans I'effet de 'EGCG sur la fonction
des lymphocytes T (Niu, Liu et al. 2023). Des recherches plus approfondies sont donc

nécessaires pour comprendre les mécanismes sous-jacents.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La compréhension des roles centraux des facteurs pro-inflammatoires, telles les
cytokines secrétées par les cellules cancéreuses dans le contrble et la progression
tumorale impliquant les MSCs, constitue un grand défi des recherches cliniques et
fondamentales et une cible intéressante pour le traitement du cancer. Cependant, le
double réle du TGFp et du TNFa en tant que suppresseurs et amplificateurs de tumeur
présente un défi important dans le développement de traitements ciblant leur

signalisation.

Le TGFP et le TNFa, deux importantes cytokines jouant un role crucial dans
l'inflammation, la migration et I’invasion cellulaire ainsi que dans la métastase. De ce
fait, I'identification d'agents thérapeutiques susceptibles d'inhiber la transduction du
signal induite par ces facteurs revét une grande importance. Ceci est crucial pour
prévenir ou atténuer la progression de diverses maladies, en particulier le cancer.
L'EGCG a été notre agent nutraceutique sélectionné pour I'étude, en raison de son
importance bien documentée dans la prévention du cancer en ciblant les mécanismes

sous-jacents qui facilitent la progression tumorale.

Nous avons démontré ses effets bénéfiques dans I'inhibition de la voie de signalisation
SRC/STAT3 impliquée dans la prolifération (cycle cellulaire), la différenciation et
l'apoptose induites par le TGFB et le TNFa dans les cellules MSCs. Dans cette
condition, cela se traduit par I’inhibition de l'expression de la cycline D1, des CDK2 ,4
et 6 et de la molécule anti-apoptotique Bcl-xL. Or que, ’EGCG peut avoir un role
défavorable en induisant I’inhibition de la P53 et en inhibant I’expression de la P21 une
protéine inhibitrice des CDK régulée par la P53, permettant ainsi la division et la

poursuite du cycle cellulaire.
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Pour comprendre les mécanismes sous-jacents, il serait intéressant d’étudier les voies
utilisées par ’EGCG pour remplir sa fonction, car il a été établi qu’il interagit avec le
récepteur de la laminine 67LR, mais pas dans toutes les cellules. Il serait également
intéressant de réaliser une cytomeétrie en flux pour évaluer et étudier plus profondément
I'effet de 'EGCG sur la progression du cycle cellulaire et I'expression des protéines
intracellulaires impliquées dans celui-ci, notamment P21 et en relation avec P53. Des
recherches plus approfondies sur le role du crosstalk entre le TGFP et le TNFa sont
également possibles, car les résultats et la littérature suggerent un lien entre ces voies

de signalisation, favorisant ainsi la progression tumorale.
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