UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

REGULATION MOLECULAIRE ET PHARMACOLOGIQUE DE LA VOIE JAK/STAT3 :

IMPLICATION DANS L’INFLAMMATION ET DANS L’ANGIOGENESE TUMORALE

MEMOIRE
PRESENTE
COMME EXIGENCE PARTIELLE

DE LA MAITRISE EN BIOCHIMIE

PAR

NAOUFAL AKLA

SEPTEMBRE 2012




UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

Service des bibliothéques

Avertissement

La diffusion de ce mémoire se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé le
formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles
supérieurs (SDU-522-Rév.01-2006). Cette autorisation stipule que « conformément a Varticle
11 du Réglement no 8 des études de cycles supérieurs, ['auteur]lconcéde a I'Université du
Québec a Montréal une licence non exclusive d’utilisation et de publication de la totalité ou
d’une partie importante de [son] travail de recherche pour des fins pédagogiques et non
commerciales. Plus précisément, Naoufal Akla autorise I'Université du Québec a Montréal a
reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des copies de [son] travail de recherche a
des fins non commerciales sur quelque support que ce soit, y compris I'Internet. Cette licence
et cette autorisation n’entrainent pas une renonciation de [la] part [de Fauteur] a [ses] droits
moraux ni a [ses] droits de propriété intellectuelle. Sauf entente contraire [I'auteur] conserve
la liberté de diffuser et de commercialiser ou non ce travail dont [il] posséde un exemplaire. »



REMERCIEMENTS

J’aimerais tout d’abord remercier mon directeur de recherche, le Dr Richard Béliveau, dont la
contribution dans le traitement et la prévention du cancer est reconnue et qui m’a accueillie
chaleureusement et généreusement au sein de son équipe de recherche. J’aimerais également
remercier mon codirecteur, le Dr Borhane Annabi qui a pris la reléve dans ma formation. Leurs
_encouragements, conseils et amitiés & mon égard durant ma maitrise ont été importants dans
mon cheminement en recherche. Que leurs conseils et aides puissent continuer longtemps dans

le futur!

J’aimerais aussi remercier pour son soutien et sa patience & mes débuts ma superviseure, la Dre
Sylvie Lamy, qui a pris ma formation de base en main. Un merci particulier 8 Amira Ouanouki
et & Jonathan Pratt, qui m’ont aidé durant les différentes étapes de la maitrise ainsi que pour
leur amiti€ qui a facilité mon séjour dans cette belle aventure. Il y a tant d’autres personnes que
j’aimerais remercier, mais je ne peux les nommer de peur d’en oublier. A toutes ces personnes,

employés ou étudiants, merci.

Je remercie du fond du ceeur et de la raison mon Alma Mater qui ma soutenue spirituellement et

en m’attribuant deux bourses durant le cours de mes études. Que son il bienveillant continue.

Sur une note plus personnelle, je remercie ma famille, mes parents Kamle et Mohamed pour
m’avoir élevé dans I’amour et le respect, pour leur soutien et leur encouragement, et ma femme
Luisa, partenaire et meilleure amie, qui m’a montré ce que c’était que de I’amour

inconditionnel.

Pour terminer, je te remercie Dieu qui m’a laissé voir, par 1’étude de la biochimie et ta grice, la

beauté profonde de ta création.




TABLE DES MATIERES

LISTE DB P URES ot coiisnamsssssbiobossssi smssssssmessosssmss ssussssiisass s ssssimssssnsessse uEEasssesss vi
LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES.........coccovvevirrerenienenne vii
RESUME......oooorreeeemmmmasnsesessesssssesississessesesssssesssesssessansssssssssssonscssssssssssssssssssssssnsnsssossssssosson &
CHAPITRE |
INTRODUCTION.....crcerrtennrrceerreeeeretisieesanesserssessstessesssesassssesssssses ssssssasssssosssssseessasssessssssesonsssanas 1

Lo i LG AITEET i omarcrewsonsis S5 oo e O oS VR R e SR s S S o s T ST om T e VT o BT w e st 1
1,11 GENETAIIES........ooeevevrresrricaireranneosassssiasercssssssacsesssassessossnsssisssnsesasssssssmenssssasassssassensessessasenas 1
1.1.2 Les altérations distinctives dil CANCET........cccueeeeeiririeieeiee et sre s e ssesane 2
1.1.3 Les altérations émergeantes dU CANCET........cocevererrvcrierienieressinsesieniesrserinerseestsnisessesieseesnas 9
1.1.4 Les conditions favorables aux altérations...........c.cccvvvervnmniiiciniinennninentonnncsnenienssennnes 11
1.1.4.1 L’instabilité ENOMIQUE......coeceveereerrerreirecrrenrerrcreesstessescisssescssasessonesessssesssssasssensensonss 11
1.1.4.2 Le microenvironnement inflammatoire.............cccorviicmeenininmciinnimonn. 11
1.1.4.3 Types d’inflammations ChrOMIGUES.........cccieueieenreniiscnsissiomiininsninsiesisesesseeesnns 12
1.1.4.4 Equilibre inflammation/immunoSUPPreSSiON. ............eeerverreesssnssssrssesssssssssssssssssssssssees 13
1.2 Voies de signalisations ONCOZENIQUES..........cvvnirinesnicisiimiiniiii s sassnes 17
1.2.1 Voies MAjJeures ONCOZEMIGUES......cveruerimremseriertosereressissierssissessessessssssisessosessmsssassassosasvassans 17
1.2.2 STAT3 relie I’inflammation & I’angiogenese..........cccocrcvirereecrirerreunuencesssussesisicenssssenesines 20
1.2.3 Structure et activation de STAT3 ..ottt e ssee 23
1.2.3.1 L’implication de la voie ILO/JAK/STATS.....c.ccniiicsitctsiissniscssssssssssssesessessnonee 26
1.2.3.2 Régulation et inhibition de JAK/STATS ......ccovniiiiinninininriniinsnsicsinssiseseans 29
1.2.3.3 Implication de COX-2.......ccoonnmiiimiiiiiiiiciiiiii et ssese s snssasanes 30
1.3 Contribution des MSC QU CANCET........cccivenimsrcsiiscesisssssissssiesssssesssssnsssessssssssrisssosssssossasas 31
1.3.1 ROle de 1a MTI-MMP.....o.ccreireeeirerireneenientncsiesissessresessnassesstsssssessosssstossssssasssssnsssones 36
1.3.1.2 Structure et activité de la MTI-MMP.........cccccevvniinniiiineienes 38
1.3.1.3 Signalisation régulée par le domaine cytoplasmique de MTI-MMP............cccccuvuneeee 39
1.4 Nutraceutiques anti-Cancer........o.oeressesecsrsacsneses .41
1.4.1 Propriété anti-angiogénique des polyphénols.........ccouvvvcriniienincivnnininninenniinies 41

1.4.2 STAT3 comme cible anti-angiogénique............coceververcncnnenee SRR 48




CHAPITRE 11
PRETET DE RECHERCHE. ... . svsviississssmsss sootsss svussmsbishunanssasssisusssisapasommesmmsssnssnssassassonses 51
2.1 Problématique et hypotheSes.......ccccvvvimrirmiriniensinnnnesiintisisinsseesessssessstisesesssermssessesenseses 51
2.2 Objectifs de reCherChe. ......ccvirivrirrereieicretee sttt reesresseessre e e s sassasssesgeneons 51
CHAPITRE 1II
T BN I 0 s bbbt S M s v 53
3.1 Diet-derived polyphenols inhibit angiogenesis by modulating the interleukin-6/STAT3....53
ABSIACE o vvvsrvoremsrrrasssnssassosasonsassss Tos i T oo e e TS e e oot e SRV EE S o e a S U sARTETaF e T e b annesa i Hane erasnassi 55
INEPOAUCHION. ...ttt ettt e sttt n s sae b st sas s et s bbb bt s bt sberstbb s st sbnsbesaesn 56
Materials and MEthOAS. .....cccoceeieirrmecincrriiiniteiiessiiee s asesssssssssrsstesesrssasasssssssssssnsstsusssssessenn 59
RESUILS......veueererererecee et setnennee e e ssteas st s sesesestese st s et sbasbsesbesnebesbebsbesaousstsnaresbsnsnsnessens 65
B I SCUSS IO, o3 womrrrms oo mses s eov G o saE s S Ses 5 wa §oTeTovTsb sy e TevTeRs suoReR TR S TSR 70
RETEIENCES: rrmmmmmomrmmemmacbmemrmssssssersimssss s ssaassassssasasses o sasebd Sovarasssestiveiobi s sobunson 75
CHAPITRE IV
4.1 Evidence for a JAK/STATS3 signalling axis interplay in the MT1-MMP regulation of
CYCIOOXYZENASE-2.......c.coueeuereerennessirensenersessersssses seesemtresnssesestssesiesessssessssossstssesearentsessessonsonsons 92
FYEBITBED seomrstmsamsrmrmssst b s s e T b b R 93
INEFOAUCION. ...c.ceeeee ettt et et s bbb ssesasa b s b sb e b b e e s s s e b e a st e b sbaes 94
Materials and MEthOdS........ccovevirierereereierieerctrre ittt ts e et e seanes 96
RESUIS: . vcvnivnisrstvrmmmmmmsrmsmmsonsasinrnassassans sssseiFho sorvemmeioss soiTsmmet remssavaessans fossonti s beswssohi e awmsvaessbisis 99
D10 oL (o] T e S e RN 101
REFEIEINCES. ... ettt ettt st sse v as b s s b s b st e b ot s s b e bs st s n s b s on s et sansoes 105
CHAPITRE V
DISEUSBION csccasscsmmmmasssessmsusmsssssismssimossmravsmesmssess tamnsussn i Sambibas dissssassssssivsssans 121
5.1 Inhibition de I’angiogenése modulée par I’inflammation.............cocceeerercerencacenencrnveerenens 121
5.2 La MT1-MMP : Contributeur a I’inflammation.............cccocereevrninscnininemnceeneeiisniniseans 129
CONCLUSION ET PERSPECTIVES.......ccsviimrrinnienmsisnsissnsssieesssssssesissssesssssssssssesssssesens 133

REFERENCES..... .. oeeeveeveseesssceseesessssesseesasessesseseses assasessensassasssseasessssemessaseaseasessssassassasssssses 135



Vi
LISTE DES FIGURES

Figure Page
] Loy tralts distinetiss QnOENOEE o cmssusmmsssescmmomsssmmmmn s oimssss dossshiveas ssmessersessumamsssnssed 4
1.2 L’hypothése de la balance angiogenique........c.co.ceieininiininiininienininnns s esssens 8

1.3 Schéma de I’équilibre immunomodulateur fuUmMoTal........ccocoeieeinenineecceinaene 16
1.4 Schéma résumant le processus anGiOgENIUE..........c.cocvuvrrresrimrmruenrnseessunsnsesnsnsssnsassassansaesnen 22
1.5 STATS3 et les membres de la famille STAT. ..o e e 25
1.6 Voie de signalisation IL6-JAK-STAT3....cc.cccvrvmiieirinireinsnnecininnsnsssisssssissnssesesssnss 27

1.7 L’interleukine-6 dans I’induction de 1’angiogenese........coceveriminniminiientisinnneesnsssnssnens 28
1.8 Contribution des MSC @U CANCET........c.cciemruiiinnincinsinrienseieserese s srsssnssasssssassssens 33

1.9 Fonctions des différents domaines de la MTI-MMP.......ccoovvininiiviniinniiniesriencnens 37
1.10 Classification, structures et sources des cinq polyphénols alimentaires.............cooeereunnene 43
5.1 Schéma récapitulatif de I’inhibition de la voie IL6/STAT3 par Api et Lut.............cceennee 123

5.2 Résumé de I’analyse de la relation structure-activité de plyphénols..............cccoocrennnnee. 128



AA
AG490

AKT
Api
APS
BBB
Bcl-2
BSA
CAM
ConA
COX
DMSO

EA
EC
ECM
EGCG
EGFR
ERK
FBS
FGF
GLUT1
HEX
HGF
HIF-1

vii

LISTE DES ABREVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES

acide arachidonique
“2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-N-N(phenylmethyl)-2”, inhibiteur de
tyrosine kinase JAK

souris ak thymoma ou PKB

apigénine

persulfate d’ammonium

barriére hémato-encéphalique

cellule-B lymphoma 2

albumine sérique bovine

molécule d’adhésion cellulaire
concanavaline A

cyclo-oxygénase

diméthyle sulfoxide

delphinidine

acide éllagique

cellule endothéliale

matrice extracellulaire

(-) épigallocatéchine gallate

récepteur du facteur de croissance épidermique
kinase régulée par un signal extracellulaire
sérum feetal bovin

facteur de croissance des fibroblastes
transporteur de glucose 1

domaine hémopexine

facteur de croissance des hépatocytes

facteur inductible par hypoxie-1



HUVEC
IBD
IDO
IGF
IKB
IKK

IL

INF
JAK
Lut
LY294002

MAPK
MEK
MMP
MT-MMP
MSC
NF-xB
p53

PBS
PD98059

PDGF
PGE
PI3K
PDGF
PKB
PLGF

viii

cellule endothéliale humaine de la veine ombilicale

maladie inflammatoire de 1’intestin

indoleamine-2,3-dioiygénase

facteur de croissance a 1’insuline

protéine inhibitrice kappa B

IKB kinase

interleukine

interféron

janus kinase

lutéoline

“2-(4-morpholino)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one”, inhibiteur de la
PI3K

protéine kinase activée par les mitogénes

kinase extracellulaire induite par des mitogeénes ou MAPK kinase
métalloprotéinase de la matrice extracellulaire

métalloprotéinase de la matrice extracellulaire de type membranaire
mésenchymal stem cell (cellule souche mésenchymateuse)

facteur de transcription kappa beta

protéine suppresseur de tumeur de 53 kDa

tampon phosphate salin
“2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one, inhibiteur de
MEK]1 et MEK2

facteur de croissance dérivé des plaquettes

prostaglandine

phosphatidylinositol 3-kinase

facteur de croissance dérivé des plaquettes

protéine kinase B ou AKT

facteur de croissance placentaire




PVDF
RAS

RET

RTK
SDS-PAGE
siRNA
SOCS
SB203580
STAT
TAM
TBS
TEDMED
TIMP
TGF

TNF
U0126

VDA
VEGF
VEGFR

difluorure de polyvinyldéne

systéme rénine angiotensine

RTK réarrangé durant la transfection

récepteur 4 tyrosine kinase

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamid gel electrophoresis
petit ARN interférent

suppresseur de la signalisation aux cytokines
inhibiteur de la MAPK p38

transducteur du signal et activateur de la transcription
macrophage associ€ aux tumeurs

tampon Tris salin

N,N,N’ N’-tétraméthylénediamine

inhibiteur tissulaire de métalloprotéinase

facteur de croissance transformant

facteur de nécrose tumoral

“1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadiene”,

inhibiteur de MEK 1 et MEK2
agent disrupteur de la vascularisation
facteur de croissance de I’endothélium vasculaire

récepteur au facteur de croissance endothéliale vasculaire




RESUME

Favorisant plusieurs altérations physiologiques et autres conditions telle I’instabilité
génomique, D’inflammation chronique joue un rble central de [initiation jusqu’au
développement du cancer. Cette condition requiert la contribution de plusieurs types cellulaires
et de médiateurs inflammatoires telle que la protéine transductrice du signal et activatrice de la
transcription 3 (STAT3). Cette derniére est un médiateur majeur dans I’induction et le maintien
d’un microenvironnement tumoral inflammatoire. En effet, la phosphorylation de STAT3 est
essentielle a la régulation et a la transcription de plusieurs facteurs de croissance et cytokines
incluant la cyclooxygénase-2 (COX)-2 et I’interleukine-6 (IL6), mais par son rdle de
transducteur, elle répond aussi a plusieurs stimuli tant endogénes qu’environnementaux. Une
des voies les plus importantes a cet effet est celle de JAK/STAT3. Une boucle rétroactive
d’activation de STAT3 alimente d’ailleurs les processus impliqués dans le développement
tumoral comme la prolifération, I’anti-apoptose, 1’angiogenése et la métastase. Les objectifs de
notre étude sont, dans un premier temps, d’évaluer les effets de 5 polyphénols connus pour leur
propriété anti-angiogénique; la lutéoline (Lut), I’apigénine (Api), I’épigallocatéchine gallate
(EGCQ), la delphinidine (Dp) et I’acide éllagique (EA), sur différentes étapes de 1’angiogenése
déclenchée par I’IL-6 et d’en déterminer le mécanisme d’action au niveau moléculaire. Dans un
deuxié¢me temps, nous avons évalué chez les cellules souches mésenchymateuses (MSC) ayant
un phénotype pro-inflammatoire induit par la concanavaline A (ConA), I’implication de la
métalloprotéinase membranaire matricielle de type-1 (MT1-MMP) dans I’activation de STAT3
et I’expression de COX-2. Les résultats ont montré principalement que la Lut et I’Api inhibent
trés significativement la prolifération, la migration et la tubulogenése des cellules endothéliales
(EC) induite par I’IL-6 via la voie JAK/STAT3. En deuxiéme lieu, chez les MSC, la MT1-
MMP semble étre un contributeur important dans le phénotype pro-inflammatoire et implique
également la voie JAK/STAT3. De fagon inattendue I’inactivation de STAT3 potentialise
I’expression de COX-2.

Etant donné que les MSC sont recrutées aux sites inflammatoires de plusieurs cancers, ces
résultats confirment I’importance de la MT1-MMP dans la régulation de la signalisation
intracellulaire pro-inflammatoire des MSC. L’action double de STAT3 régulé par la MT1-
MMP, montre son rle majeur comme contributeur dans I’équilibre de I’expression de COX-2.
Ce mécanisme permettrait ainsi aux MSC de s’adapter au microenvironnement inflammatoire
pro-tumoral. Connaissant la diversité des polyphénols d’origine alimentaire et leur potentiel
anti-inflammatoire, anti-angiogénique et anticancéreux on a aussi montré dans le cadre de cette
étude que le potentiel de I’activité anti-inflammatoire de la Lut et d’Api permet, en partie
d’expliquer leur activité anti-angiogénique et anti-cancer. Ainsi, ces flavones pourraient non
seulement servir de base de recherche d’agents thérapeutiques anti-angiogéniques minimisant
la résistance aux agents chimiothérapeutiques, mais aussi mettre en lumicre le role majeur de
I’alimentation dans la prévention du cancer.

Mots clefs : STAT3, MT1-MMP, angiogenése, inflammation, 1L6, COX-2



CHAPITRE |

INTRODUCTION

1.1 Le cancer
1.1.1 Généralités

Une des plus vieilles descriptions du cancer vient des 7 papyrus de I’Egypte ancienne (3000-
1500 av. J-C.) ot I’on décrit les détails et conditions qui sont fidéles a une description moderne
du cancer. Dans ces documents, on suggére méme une cautérisation, une méthode pour détruire

le tissu avec un instrument chauffé (ACS, 201 1; Pagé, 1984) :

« Ceci est une tumeur de la chair. Je traiterai ce mal. J'essayerai de le guérir par le feu comme
on guérit par cautérisation.»

-Extraits du papyrus d’Ebers

Depuis 1’aube des temps I’humain a di faire face a plusieurs obstacles pour survivre et ¢’est
cette maladie, qui a longtemps co-évoluée avec lui (Greaves et Maley, 2012; Lawrence et
Valentine, 1970), qui est aujourd’hui, selon Porganisation mondiale de la santé, 'une des
causes du plus grand nombre de décés annuellement au niveau mondial avec 7,9 millions en
2008 et est estimé d’augmenter a 11,5 millions d’ici 2030 (OMS, 2008). Hippocrate (460-370
av. J-C.), pére de la médecine, est le premier a établir la différence entre une tumeur bénigne et
maligne en observant particuliérement sur cette derniére, un centre dur avec des prolongements
et une vascularisation en forme de crabe qu’il appela xapxivog (Manton et al., 2009; Pervan et
al., 1995). Celsus (28 av. J-C.-50 apr. J-C.), médecin romain employa pour la premiére fois le
terme « cancer » sous la méme dénomination connue aujourd’hui et fut le premier a mettre en

relation I’inflammation et le cancer (Celsus, traduction de 1838).

Comment était pergu le cancer par les pionniers de la médecine? Les écrits de Galien (131-201

apr. J-C.), d’oli le terme onkos présent dans le nom « oncologie » lui revient, ont influencé la



pendant plusieurs siécles. Ces écrits reflétent bien le concept de cancer tel que représenté dans
Pantiquité qui était vu comme le résultat d’anomalies des flux humoraux. Les médecins
utilisant divers vocables avaient tous conscience du pronostic défavorable de certaines tumeurs
aujourd’hui reconnues sous le terme de cancer. Voici d’ailleurs des extraits traduits

d’aphorismes (Riaud et al., 2010):

« Il vaut mieux ne faire aucun traitement aux personnes atteintes de cancer occulte, car si on
les traite, elles meurent rapidement, si on ne les traite pas, leur vie se prolonge »

-Hippocrate
« le squirrhe insensible est incurable, mais les autres formes peuvent guérir, bien que ce ne soit
guére facile »

-Galien

Aujourd’hui, on reconnait plus de 100 types de cancers et nos connaissances sur le cancer
n’ont cessé d’évoluer. Mais reste que cette anomalie humorale pergue des anciens est encore
ancrée et s’exprime, de fagon téléologique, comme des anomalies des circuits régulateurs
gouvernant la prolifération et I’homéostasie de cellules normales (Hanahan et Weinberg, 2000).
La majorité des cancers humains a pour origine une cellule unique ayant subit des altérations
génétiques ou épigénétiques initiant la tumorigenése ou la transformation d’une cellule saine &
cancéreuse. La progéniture de ces cellules cancéreuses accumule & son tour des altérations
physiologiques pouvant se combiner et ainsi permettre 1’acquisition d’un phénotype malin

(Bertolotti et Ozawa, 2008; Hanahan et Weinberg, 2000).

1.1.2 Les altérations distinctives du cancer

Une des étapes fondamentales dans la tumorigenése est le déréglement du cycle cellulaire qui
améne 3 une prolifération soutenue (Bosch et Felipo, 2003). En effet, le tissu normal régule
de fagon méthodique la libération et la production de signaux permettant le contrdle du cycle de
division et de croissance assurant 1’équilibre du nombre de cellules essentiel & une architecture
et 4 une fonction adéquate du tissu (Hanahan et Weinberg, 2011). Les cellules cancéreuses

dérégulent ces signaux et sont ainsi capables de soutenir une prolifération chronique. La



prolifération soutenue peut étre atteinte par trois mécanismes : (1) par stimulation autocrine i.e.
les cellules produisent leurs propres facteurs de croissance mitogéniques; (2) par des défauts de
récepteurs transmembranaires tels qu’une surexpression d’un récepteur rendant les cellules
hypersensibles a un niveau normal de facteurs de croissance ou méme des altérations de
récepteurs ayant pour conséquence une signalisation constitutivement activée; (3) par des
altérations dans la signalisation intracellulaire, telle que dans la voie du systéme rénine
angiotensine et des protéines kinases activées par les mitogénes (RAS/MAPK) qui joue un rdle
important dans la signalisation en aval des récepteurs a tyrosines kinases (RTK) (Hanahan et
Weinberg, 2000; Schneider et al., 2012). Plusieurs autres traits de la physiologie cellulaire ont
été classifiés comme caractéristiques aux cellules cancéreuses, initialement au nombre de six,
on en dénombre aujourd’hui au moins huit, dont deux propriétés permettant 1’acquisition de ces

derniers traits (Figure 1.1) (Hanahan et Weinberg, 2011).
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Figure 1.1 Les traits distinctifs du cancer.

Schéma montrant le modéle le plus récent d’Hannahan et Weinberg suggérant que tous les
phénotypes rencontrés dans les différents types de cancers sont la manifestation de huit traits
distinctifs ou altérations physiologiques (en bleu): Les signaux de prolifération soutenue; la
résistance 4 la mort cellulaire; I’insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance; 1’invasion
tissulaire et la métastase; le potentiel réplicatif illimité; ’angiogenése soutenue, dont les deux
plus récentes : la dérégulation de I’énergie métabolique et 1’évasion de I’immunité anti-
tumorale (encadré pointillé). Selon ce nouveau modele, les conditions permettant d’acquérir ces
altérations sont I’instabilit¢ du génome et mutation ainsi qu’un microenvironnement
inflammatoire (en rouge et encadré, lignes pleines). Cette derniére est aussi une condition a
I’instabilité génomique.

Ilustration modifiée tirée de : Hanahan et Weinberg, 2011




En plus de la prolifération soutenue, d’autres caractéristiques sont aussi essentielles et
permettent au programme de croissance cellulaire une certaine indépendance aux signaux
environnementaux (Bosch et Felipo, 2003). L’insensibilit¢é aux signaux inhibiteurs de
croissance permet aux cellules cancéreuses d’empécher I’arrét du cycle cellulaire en phase 0.
Cela est habituellement accompli en gardant la protéine du rétinoblastome (Rb) dans un état
hypophosphorylé ou toute autre modification dans le systtme Rb/E2F qui permette la
transcription de génes essentiels a une progression de la phase G1->S (Schneider et al., 2012).
Le contournement de certains mécanismes étant considérés comme des barriéres naturelles,
comme I’apoptose, ’autophagie ou méme la nécrose, permet aux cellules cancéreuses de
résister a la mort cellulaire programmée. A cette fin, les cellules cancéreuses ont développé
différentes stratégies comme la perte de fonction du suppresseur de tumeur p53, en augmentant
I’expression des régulateurs anti-apoptotiques comme la protéine de lymphomes a cellules B-
2(Bcl-2) ou en régulant négativement le facteur anti-apoptotique Bax (Hanahan et Weinberg,
2011). L’inhibition de 1’autophagie se fait aussi par des mécanismes qui sont partagés avec
ceux de I’apoptose, comme pour I’activation de la voie PI3K/AKT par la production de signaux
extracellulaires régissant la survie de la cellule (e.g. facteur de croissance a I’insuline; IGF)
bloquant ainsi ’apoptose et ’autophagie. Un autre exemple est ’altération diminuant la
libération de Beclin-1, une protéine qui s’est montrée nécessaire dans I’induction de
I’autophagie (Hanahan et Weinberg, 2011). Contrairement a 1’autophagie et a 1’apoptose, la
nécrose libére une plus grande qﬁantité de molécules pro-inflammatoires dans le
microenvironnement tissulaire attirant des cellules du systéme immunitaire qui peuvent
activement participer a la progression tumorale en favorisant 1’angiogenése, la prolifération et
le potentiel invasif des tumeurs (Grivennikov et al., 2010). Les tumeurs peuvent aussi acquérir
de nouvelles capacités leur permettant de contourner les mécanismes de défense anti-cancer
comme ’angiogenése qui est ’habileté & former de nouveaux vaisseaux sanguins de fagon
soutenue, 1’évasion des contrbles internes qui régulent et limitent le potentiel réplicatif et

finalement I’acquisition de propriétés leur permettant 1’invasion et la formation de métastases.

Tout comme pour les tissus sains, les tumeurs requierent un apport en nutriments et en oxygéne
ainsi que la capacité de rejeter des déchets métaboliques et du CO, (Hanahan et Weinberg,

2011; Schneider et al., 2012). Cela oblige les cellules tumorales d’étre & une distance d’environ



100 um de proximité des capillaires (Schneider et al., 2012). Il a été proposé initialement par
Folkman en 1970 qu’en bloquant I’angiogenése il était possible de limiter la croissance de
tumeurs solides 4 un faible diameétre de quelques millimétres (Folkman et al., 1971). Cette
hypothése fait aujourd’hui consensus du fait que la croissance tumorale et la métastase
nécessitent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants
(Hanahan et Folkman, 1996). Sans cette néovascularisation, il a été observé trés tét in vivo que
la tumeur ne peut croitre au-dela d’environ 0,4 mm en diametre et entre en dormance. S’il y a
prévention de la néovascularisation prolongée, les cellules tumorales peuvent devenir
nécrotiques et/ou apoptotiques (Gimbrone et al,, 1972; Hanahan et Folkman, 1996). Le
processus angiogénique physiologique est transitoire, mais lors du développement tumoral un
équilibre est perturbé et ’angiogenése demeure activée (Hanahan et Folkman, 1996). Cette
perturbation est communément interprétée comme un commutateur qui est gouverné selon le
niveau de plusieurs facteurs pro et anti-angiogéniques qui va faire pencher la balance dans un
sens ou dans ’autre et la maintenir (Figure 1.2). Les protéases de la matrice extracellulaire
(ECM), telles que les métalloprotéases matricielles (MMP), peuvent aussi contrdler la
biodisponibilité de certains facteurs pro ou anti-angiogéniques en les libérant ou en les activant
(Rundhaug, 2005). Certains de ces facteurs, comme le facteur de croissance de 1’endothélium
vasculaire (VEGF)-A qui est un des facteurs angiogéniques les plus puissants ou la
thrombospondine-1, premier facteur anti-angiogénique découvert, vont se lier aux récepteurs
leur étant associés a la surface des cellules endothéliales (EC) (ou autres cellules) pour ainsi

inhiber ou stimuler ’angiogenese.

Heyflick, au début des années 1960, a démontré que la division des cellules normales est
limitée a prés de S0 divisions cellulaires avant d’entrer en sénescence (Hayflick et Moorhead,
1961). Ce processus dégénératif par lequel la capacité de division cellulaire et de croissance est
perdue dans le temps amenant & une incompatibilité avec la vie (Berkow, 2000), est attribuable
a des facteurs intrinséques (Hayflick et Moorhead, 1961). Ceci est contraire aux cellules ayant
un phénotype malin qui se propagent en culture et apparaissent acquérir un potentiel réplicatif
illimité, qui est essentiel au développement tumoral (Krauss, 2008). En effet, les cellules

malignes semblent déjouer cette limitation en régulant positivement les télomérases qui jouent



un role essentiel dans la maintenance de la longueur de I’ADN télomérique responsable, en

partie, de cette horloge biologique (Hayflick, 1997; Krauss, 2008).




Inhibiteurs Activateurs
Thrombospondine-1 VEGF

Les statines: FGF
Angiostatine g PDGFB
Endostatine EGF
Canstatine LPA

Tumstatine

Figure 1.2 L’hypothése de la balance angiogénique.

La réponse angiogénique dépend d’une variété d’activateurs et d’inhibiteurs dont quelques-uns
sont nommés ci-dessus. Les activateurs de la prolifération et de la migration sont
principalement les ligands des récepteurs tyrosines kinases, comme les facteurs de croissance;
endothéliales vasculaires (VEGF), de fibroblastes (FGF), dérivés des plaquettes (PDGF) et
épidermiques (EGF). D’autres peuvent étre de différentes origines régulant positivement le
niveau de VEGF tel que 1’acide lysophosphatique (LPA), la prostaglandine E2 (PGE;) associée
a la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) (Wang et Klein, 2007). La premiére molécule anti-
angiogénique découverte est la thrombospondine-1 qui module la prolifération et la motilité des
EC. D’autres molécules, comme certaines statines, proviennent de fragments n’ayant aucun
effet connu sur 1’angiogenése, tel que 1’angiostatine et la canstatine qui sont dérivées du
plasminogéne et du collagéne respectivement. Généralement, le changement du niveau
d’activateurs et d’inhibiteurs détermine 1’état quiescent ou angiogénique des EC.

Illustration traduite et modifiée tirée de : Bergers et Benjamin, 2003.



Il est important de mentionner que ces cinq altérations du cancer se retrouvent aussi dans les
tumeurs bénignes. Il existe cependant une derniére caractéristique classique, I’invasion
tissulaire et la métastase, qui, bien qu’elle soit mise au méme niveau que les autres altérations
physiologiques, est responsable de prés de 90% des mortalités liées au cancer (Cavallaro et
Christofori, 2004; Lazebnik, 2010). Le cancer peut se disséminer dans le corps par deux
mécanismes, 1’invasion qui est la migration et la pénétration des cellules cancéreuses dans le
tissu avoisinant, et la métastase qui est la capacité des cellules cancéreuses de pénétrer dans les
vaisseaux lymphatiques et sanguins pour envahir un tissu normal & distance (DeVita et al.,
2008). L’acquisition de cette capacité dépend premi¢rement des cing caractéristiques nommées
précédemment : les signaux de proliférations soutenue; I’insensibilité aux signaux inhibiteurs
de croissance; la résistance a la mort cellulaire programmée; 1’angiogenése soutenue et un
potentiel réplicatif illimité. Toutefois, ce processus est encore largement inconnu tant au niveau
de ses déterminants biochimiques que génétiques. Elle dépend aussi de plusieurs classes de
protéines qui sont impliquées dans I’attachement des cellules & leur microenvironnement,
comme les molécules d’adhésions cellulaires (CAM) qui assurent les interactions cellulaires,
les intégrines qui ce chargent de lier les cellules & la ECM (DeVita et al., 2008). Une des
altérations fonctionnelles les plus communes, retrouvée dans plusieurs cancers épithéliaux, est
celle de I’E-cadhérine qui régit les interactions cellules-cellules et qui agit comme suppresseur
d’invasion et de métastase par une signalisation via les [B-caténines (Cavallaro et Christofori,
2004; DeVita et al., 2008; Schneider et al., 2012). Aussi, il est & souligner la présence accrue
des MMP qui contribuent non seulement au processus angiogénique ou & I’hydrolyse des
composantes de I’ECM, mais aussi certains récepteurs de surface, des protéines de jonctions

impliquées dans les interactions cellules-cellules ou cellules-ECM (DeVita et al., 2008).
1.1.3 Les altérations émergentes du cancer

Récemment, deux traits distinctifs ont été ajoutés aux six précédents, dont la reprogrammation
du métabolisme énergétique (ou dérégulation de I’émergie cellulaire) et 1’évasion de
I’'immunité anti-tumorale (Hanahan et Weinberg, 2011). En condition aérobique, les cellulés
normales utilisent la phosphorylation oxydative pour convertir le glucose, cependant en

conditions anaérobiques la glycolyse est favorisée et peu de pyruvate est acheminé vers les
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mitochondries (Hanahan et Weinberg, 2011). Il y a plus de 80 ans, Warburg Otto a observé un
trait distinctif des cellules cancéreuses qui vont reprogrammer leur métabolisme glucidique en
favorisant la glycolyse aérobie calculée a 66 % de la respiration (Warburg et al., 1927), et ce en
présence d’oxygéne (Hanahan et Weinberg, 2011). Pour contrebalancer le déficit en ATP
encouru, les cellules cancéreuses augmentent le transport en glucose par une régulation positive
des transporteurs de glucose (e.g. GLUTI1), d’enzymes glycolytiques et inhibiteurs du
métabolisme mitochondrial (Hsu et Sabatini, 2008; Hanahan et Weinberg, 2011). Il y aurait
aussi une autre sous-population de cellules cancéreuses qui préférerait importer ou utiliser le
lactate produit dans le microenvironnement comme source principale d’énergie, ceci
permettrait a ces derniéres d’économiser le glucose afin qu’il puisse possiblement se rendre aux

cellules tumorales hypoxiques (Feron, 2009).

Le demnier trait distinctif des cellules tumorales est la capacité & échapper a ’activité anti-
tumorale du systéme immunitaire. Selon la théorie mise de I’avant en 1959 par Thomas L.,
les mécanismes du systéme immunitaire auraient évolué en tant que défenses contre les cancers
ol les cellules mutantes reconnues par I’hdte seraient rejetées (Lawrence et Valentine, 1970),
empéchant ainsi la formation de tumeurs naissantes. Lorsqu’il y a des altérations qui
provoquent une déficience dans cette immunosurveillance, particuliérement dans la fonction
des CD8+, des lymphocytes cytotoxiques T, des CD4+ ou des cellules tueuses naturelles (NK),
il a été observé que les tumeurs étaient plus fréquentes ou se développaient plus rapidement
(Hanahan et Weinberg, 2011). Mais il serait nécessaire d’ajouter & cette capacité¢ d’évasion
immunitaire leur capacité de supprimer la réactivit¢ immunitaire, car les tumeurs acqui€rent la
capacité de libérer plusieurs facteurs tels le TGF-B, IL-10, 1’indoleamine-2,3-dioxygénase
(IDO) et convertissent les cellules T naives en cellules T adaptatives (Trg) (Cavallo et al.,

2011).
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1.1.4 Les conditions favorables aux altérations
1.1.4.1 L’instabilité génomique

Deux conditions facilitent ou permettent 1’acquisition de traits distinctifs ou 1’acquisition de
capacités fonctionnelles pour survivre, proliférer et se disséminer au cours des différentes
étapes de la tumorigenése. Plusieurs des altérations physiologiques ont pour origine
P’instabilité génomique et les mutations ainsi que le microenvironnement inflammatoire
(Hanahan et Weinberg, 2011). L’instabilité génomique est une caractéristique chez la plupart
des cancers et résulte des mutations aux génes responsables pour réparer et maintenir 1’intégrité
de ’ADN (Negrini et al., 2010). L’inactivation de certains génes suppresseurs de tumeurs tels
que Tp53 qui code pour la p53 connue comme le gardien du génome (Efeyan et Serrano, 2007),
d’inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes CDKN2A ou autres (Negrini et al., 2010)
augmentent les chances d’acquérir un génotype mutant et aboutir par succession d’altérations a
la progression turﬁorale en plusieurs étapes ou expansion clonale. Cette derniére peut
s’effectuer par des modifications épigénétiques sans qu’il n’y ait nécessairement mutation,
telles que la méthylation de I’ADN, la modification d’histones ou la régulation des microARN

affectant la régulation de 1’expression génétique (Berdasco et Esteller, 2010).
1.1.4.2 Le microenvironnement inflammatoire

Ayant défini le premier les quatre symptémes cardinaux de I’inflammation; calor (chaleur),
dolor (douleur), rubor (rougeur) et tumor (cedéme) (Jaccoud, 1875), Celsus avait déja
remarqué, il y plus de deux mille ans, que certaines conditions inflammatoires pouvaient

favoriser le cancer (Celsus, traduction de 1838):

«Quelquefois aussi la violence de l'inflammation [...], l’age avancé, la mauvaise disposition
du blessé, font dégénérer le mal en cancer »

-Celsus A. C.
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Ce lien possible n’a été reconsidéré sérieusement qu’au 19° siécle a I’observation de tumeurs
qui se développaient aux sites d’inflammation chronique. Les biopsies excisées montraient
alors la présence de cellules inflammatoires (Mantovani et al., 2008). En effet, la carcinogenése
et I’inflammation sont interconnectées méme en absence de stimuli externes (Cavallo et al.,
2011) et ceci se refléte expressément par la description analogique d’une tumeur en tant qu’une
plaie qui. ne guérit jamais (Dvorak, 1986). L’inflammation est une réponse de I’hdte & un
stimulus externe ou interne qui sert & contrebalancer une agression de 1’héte et lorsqu’elle est
de courte durée, plusieurs s’accordent pour dire qu’elle est bénéfique (Aggarwal et al., 2006b;
Grivennikov et al., 2010). Cependant, lorsqu’elle est de longue durée elle peut s’avérer néfaste
(Aggarwal et al., 2006b) et il a été observé que lors d’une lésion normale ou pour éliminer un
pathogéne (Grivennikov et al, 2010), les cellules immunitaires n’apparaissent que
transitoirement puis disparaissent, contrairement & un site inflammatoire chronique (Hanahan et
Weinberg, 2011). En effet, des études épidémiologiques suggérent que !’inflammation
chronique prédispose les individus & plusieurs types de cancers (Mantovani et al., 2008;
Aggarwal et al., 2006b). Il a été estimé que 15-20% des cancers au niveau mondial sont reliés
aux agents infectieux qui induisent un microenvironnement inflammatoire chronique (Karin
et Greten, 2005; Kuper et al., 2000; Tili et al., 2011). L’inflammation chronique a été reliée a
plusieurs altérations physiologiques distinctives des étapes de la tumorigenése, incluant les
mutations oncogéniques et I’instabilité du génome, la transformation cellulaire, la prolifération,
la promotion tumorale, la survie, 1’angiogenése, l’invasion et la métastase (Aggarwal et al.,
2006b; Grivennikov et al., 2010). A I’heure actuelle, il y a consensus que I’inflammation

chronique est un facteur de risque pour la plupart des cancers.
1.1.4.3 Types d’inflammations chroniques

1l y a plusieurs types d’inflammations, entre autres ceux mentionnés précédemment dont celle
de courte durée ou inflammation aigue et celle qui est chronique. Il y a bien sir I’inflammation
chronique associée a la tumeur méme, cependant il est important de souligner que le paradigme
inflammation chronique-cancer n’est pas absolu, car il y a des exceptions a la régle, voire
méme contradictoire, pour des conditions telles que le psoriasis (Nickoloff et al., 2005) ou

Iarthrite rhumatoide (Grivennikov et al, 2010). Nickoloff avait mentionné quelques
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différences moléculaires possibles sur I’avenue d’une condition inflammatoire chronique
favorisant le cancer contrairement a celles ne la favorisant pas, entre autres la production du
facteur de nécrose tumoral (TNF), la PGE,/COX-2 et I’activation de STAT3 (Nickoloff et al.,
2005). Ayant mis en lumiére ces exceptions peu exhaustives, I’inflammation chronique peut
étre d’origine auto-immune et/ou infectieuse comme exemples respectifs, les maladies
inflammatoires de I’intestin et la gastrite chronique attribuée dans la majorité des cas a
Helicobacter pylori qui prédispose a I’adénocarcinome de I’estomac distal (Aggarwal et al.,
2006b; Grivennikov et al., 2010; Peek et Crabtree, 2006). Il y aurait aussi des états
inflammatoires chroniques dits de faible intensité (Grivennikov et al., 2010) dont 1’exposition a
des polluants environnementaux tel que I’amiante qui est relié 4 la mésothéliomie et le cancer
du poumon (Mossman et al., 1996), la fumée de cigarette liée au cancer du poumon (Martey et
al., 2004; Aggarwal et al., 2006b) ou des conditions telles que I’obésité qui prédispose a de
nombreux cas de cancers comme celui du cblon, du sein, de I’endométre, du rein, et de
I’cesophage (Calle et Thun, 2004). Les thérapies anti-cancer peuvent aussi déclencher une
réponse inflammatoire et ainsi stimuler la réapparition des tumeurs et la résistance
thérapeutique, cependant I’induction thérapeutique de I’inflammation peut tout aussi bien
renforcer la surveillance an;ti-tumorale en augmentant la présentation d’antigénes du « non-

soi » de cellules tumorales (Zitvogel et al., 2008; Grivennikov et al., 2010).
1.1.4.4 Equilibre inflammation/immunosuppression

Ce dernier point améne évidemment & discuter de I’importance de la balance entre
I’immunosurveillance et la tumorigenése inflammatoire. Dans le microenvironnement tumoral,
il y a un équilibre délicat entre 1’activité anti-tumorale et celle de I’inflammation pro-tumorale
(Lin et Karin, 2007) qui est régi par différents médiateurs et modulateurs ainsi que 1’activation
et le recrutement de plusieurs types cellulaires dans le microenvironnement (Grivennikov et al.,
2010). Parmi les cellules immunitaires/inflammatoires impliquées, on retrouve les mastocytes,
les neutrophiles, les cellules NK, les lymphocytes T et B, les cellules Myéloide-dérivées de
suppresseur (MDSC) ainsi que plusieurs autres cellules du stroma, incluant les fibroblastes,les
péricytes, les cellules mésenchymateuses et les cellules endothéliales (EC) (de Visser et al.,

2006) ainsi que les cellules souches mésenchymateuses (MSC) (Auletta et al., 2012), sans
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oublier les cellules cancéreuses. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM), qui peuvent
former jusqu’a 50% de la masse tumorale (Solinas et al., 2009), sont les cellules retrouvées en
plus grand nombre suivi des lymphocytes T. Les TAM sont considérés obligatoires a deux
altérations ;;hysiologiques dans le cancer, soit I’angiogenése et 1’invasion tissulaire/métastase
(Condeelis et Pollard, 2006; Grivennikov et al., 2010). Ces cellules vont communiquer par
contacts directs, régulation autocrine (IL1, IL6, IL17, IL23) ou paracrine (TNF, IL1, IL6, IL11,
IL17) en sécrétant des chemiokines, des cytokines, des protéases ou des facteurs de croissances
angiogéniques. Ainsi, il peut y avoir un effet immunosuppresseur soutenant la tumorigenése
inflammatoire. A ’opposé, il y a immunosurveillance dans le cas ot il y aurait production de
cytokines cytotoxiques (e.g. IL12, TNF, IFN type-1), par cytotoxicité directe (NK) par la
production d’anticorps ou d’autres effecteurs cytotoxiques spécifiques aux tumeurs (Figure 1.3)
(Grivennikov et al., 2010). Des recherches récentes avaient en effet suggéré que la modulation
de la signalisation par I’activation de STAT3 ferait pencher la balance de la surveillance
immunitaire vers des conditions inflammatoires liées au cancer en ayant un effet
immunosuppresseur. Par exemple, STAT3 régulerait négativement dans le
microenvironnement tumoral 1’expression de I’'IL12 associée aux cellules dendritiques et

positivement I’IL23 des TAM (Kortylewski et al., 2009).

A la lumiére de cet effet immunomodulateur de STAT3, il est de plus en plus reconnu que la
plupart des signaux inflammatoires affectent la tumorigenése en activant les facteurs de
transcriptions NF-xB et STAT3 (Li et al., 2011). Ces deux protéines ne sont pas seulement
constitutivement activées dans plusieurs cancers, mais sont nécessaires & la transduction du
signal cytoplasmique en tant que facteurs de transcriptions de plusieurs génes clés médiateurs
dans I’inflammation liée au cancer, & la prolifération, a la résistance & la mort cellulaire, &
I’angiogenése, 4 I’invasion tissulaire et a la métastase (Yu et al., 2009). Il est mécanistiquement
plausible qu’il y ait une interaction entre STAT3 et NF-xB a différents niveaux, par exemple
certaines cytokines telles que I'IL6 ciblées par NF-kB soient d’importantes activatrices de
STAT3 (Grivennikov et al., 2009) et ultimement ces deux facteurs vont co-réguler plusieurs
génes oncogéniques et inflammatoires (Yu et al., 2009) dont I’IL6 (Yoon et al., 2011).
Cependant, bien que le NF-xB soit un inducteur crucial de conditions inflammatoires, il est

aussi indispensable a la médiation d’une réponse immunitaire anti-tumorale (Karin et Greten,




15

2005), contrairement & STAT3 qui a un effet restrictif sur ’activité anti-tumorale en
antagonisant NF-kB, ce dernier étant nécessaire & 1’expression de cytokines cytotoxiques telles
que I’'IL12 et ’IFN (Yu et al., 2009). Pour cette raison, STAT3 est maintenant considéré

comme le facteur de transcription liant I’inflammation et le cancer (Yu et al., 2009).
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Figure 1.3 Schéma de I’équilibre immunomodulateur tumoral.

Représentation de 1’équilibre entre 1’immunosurveillance et [’inflammation qui favorise
I’évasion de I’immunité tumorale. Bien que les cellules tumorales puissent présenter des
antigénes du «non-soi » et étre assujetties a4 une activité anti-tumorale ou cytokines
cytotoxiques, les tumeurs produisent plusieurs facteurs, incluant des cytokines pro-
inflammatoires qui agissent en faveur de I’évasion anti-tumorale. Par une boucle rétroactive
positive, ce déséquilibre est associé en partie & STAT3 qui va favoriser ’expression des
cytokines pro-inflammatoires (tels que IL6 et IL23) qui vont en retour attirer d’autres cellules
immunitaires et inflammatoires et soutenir davantage I’inflammation pro-tumorale.

Illustration adaptée et modifiée de : Grivennikov et al., 2010.
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1.2 Voies de signalisations oncogéniques

Les voies de signalisation cellulaire sont essentielles aux mécanismes oncogéniques. Non
seulement elles y contribuent par leurs altérations propres, mais elles peuvent servir de support
aux altérations par leur implication dans diverses fonctions cellulaires telles que la
prolifération, la différenciation, la motilité et la survie (Hanahan et Weinberg 2000; Robert,
2010). Une subdivision simpliste des voies principales peut se faire selon leurs fonctions
physiologiques qui orchestrent ensemble les capacités distinctives des cellules cancéreuses
(Hanahan et Weinberg 2011). La connaissance des anomalies de la signalisation cellulaire
reliées aux mécanismes oncogéniques a permis de traiter la cause de ces perturbations a la
source et non plus les effets qui en résultent (Robert, 2010). Cela a permis ’émergence du
concept des thérapies ciblées vers la fin des années 1980. Parmi les voies majeures impliquées
dans le cancer, qui sont aussi impliquées dans le renouvellement et la différenciation des
cellules souches, on retrouve Notch, MAPK, PI3K/AKT, NF-kB, Wnt, TGF-3, Hedgehog et la
voie des cytokines JAK/STAT (Dressen et Brivanlou, 2007) (Robert, 2010).

1.2.1 Voies majeures oncogéniques

La voie de signalisation Notch est importante lors de ’embryogenése et la morphogenése, et
joue un réle majeur dans la différenciation des cellules souches. La surexpression de certaines
de ces composantes (i.e. c-myc) est impliquée dans des pathologies cancéreuses (Robert,
2010). Des mutations dans la signalisation de Notch ont ét¢ identifiées dans prés de 60 % des
lymphomes et dans les leucémies lymphoblastiques-T (T-ALL) et résultent en une prolifération
incontr6lée des cellules T immatures (Dressen et brivalou, 2007). Tout comme Notch, la voie
Wnt (ou B-caténine) est importante non seulement dans le développement et la différenciation
des cellules souches, mais aussi dans leur prolifération. Cette voie est universelle chez ’espéce
animale et plusieurs altérations génétiques, somatiques ou germinales sont liées & 1’oncogenése.
Par exemple, dans 90% des cancers du c6lon, il y a mutation du type perte de fonction de
I’APC, une protéine adaptatrice de cette voie permettant la dégradation de la B-caténine,
menant 4 une prolifération soutenue. Des mutations du type gain de fonction sont aussi

communes a cette voie et impliquent souvent la B-caténine. Tout comme Wnt et Notch, une
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voie importante dans le développement, ’embryogenése, la morphogenése est la voie
Hedgehog, qui a aussi une fonction importante dans 1’engagement des cellules souches vers
leur différenciation et leur renouvellement (Ingham et McMahon, 2001; Robert, 2010). La voie
Hedgehog est activée par trois protéines sécrétées sonic Hedgehog, Indian Hedgehog et Desert
Hedgehog qui vont se lier & une protéine transmembranaire appelée Patched (Ptch) (Goss et
Kahn, 2011). Une activation accrue de cette voie a été¢ impliquée dans plusieurs types de
cancers, incluant la peau, le cervelet, le pancréas et le tractus intestinal. Il a été rapporté que la

communication-croisée ou « cross-talk » avec la voie Wnt optimise la signalisation Hedgehog.

Une des voies les plus connues et les plus ciblées pharmacologiquement est celle des
RAS/MAPK, a cause de leur r6le central dans la prolifération cellulaire, car elles sont
dérégulées dans plusieurs tumeurs humaines (Robert, 2010) (Dressen et brivalou, 2007). Ces
voies sont situées en aval de plusieurs récepteurs répondant & des facteurs de croissance (e.g.
RTK) ou des cytokines et ainsi plusieurs oncogénes et génes suppresseurs de tumeurs y ont été
identifiés. La plupart des altérations de ces voies se situent au niveau de RAS et RAF résultant
en I’activation constitutive d’un état prolifératif soutenu. Il a été suggéré que des mutations de
RAF sont retrouvées dans prés de 2/3 des mélanomes (Dressen et brivalou, 2007). Il y a bien
slr des protéines qui ne portent pas de mutations activatrices récurrentes telles que les kinases
extracellulaires induites par des mitogénes (MEK) et ERK, mais servent plutdt de support

oncogénique lorsqu’elles sont surexprimées par des altérations en amont (Robert, 2010).

Une voie qui répond a plusieurs signaux impliquant les récepteurs RTK et les récepteurs a
cytokines, et qui est connue pour son role dans la survie cellulaire, est celle PI3K/AKT. Elle
médie aussi d’autres fonctions telles que la prolifération et le métabolisme énergétique et est
reliée a celle des MAPK au niveau de RAS. La PI3K est une oncoprotéine primordiale qui est
reliée au cancer du sein et du cdlon (Robert, 2010). Cette voie est constitutivement active dans
plusieurs cancers et entre en communication croisée avec plusieurs voies telles que Wnt et NF-
kB. Ceci est di principalement aux nombreux substrats d’AKT qui va par exemple activer la
protéine IkB kinase (IKK) qui & son tour va phosphoryler la protéine I-kappa B (IkB) levant
ainsi I’inhibition de NF-kB qui va réguler ainsi la transcription de plusieurs génes impliqués

dans la survie cellulaire, la prolifération et I’angiogenése (Luo et al., 2005). La mutation et la
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dérégulation de la signalisation de NF-kB ont été impliquées dans une variété de cancers,
principalement les mutations sur le géne encodant un des cinq facteurs de transcription NF-kB,

REL. :

Plusieurs études concernant la voie des TGF- et ses analogues sont contradictoires, car d’une
part elles montrent une activité antiproliférative et fonctionnent comme étant anti-oncogénique
(Markowitz et Roberts, 1996) et d’autre part, elles peuvent montrer une action oncogénique et
jouer un role d’importance dans la dissémination de la métastase (Gupta et Massague, 2006).
Globalement, les mutations ou régulations négatives des récepteurs a TGF-B, I’inactivation de
SMAD4 ou p15™“E peuvent étre retrouvées dans une variété de cancers (Dressen et Brivalou,

2007) tels que ceux du cdlon, du poumon et du pancréas (Robert, 2010).

Succinctement sans les nommer toutes, il y aurait d’autres voies impliquées dans le cancer
comme la voie des sémaphorines dont les récepteurs sont retrouvés principalement chez les EC
et ainsi ont une fonction dans I’angiogenése (Sakurai et al., 2012). La voie des intégrines est
constituée de protéines ayant une signalisation bidirectionnelle, modulant une signalisation de
I’extérieur vers I’intérieur et de I’intérieur vers I’extérieur en s’attachant ou en interagissant
essentiellement a4 des protéines de la matrice extracellulaire (MEC) ou des MMP (Robert,
2010). Les altérations au niveau des intégrines peuvent par exemple augmenter le potentiel

invasif et métastatique des cancers (Fujita et al., 1995).

Finalement, les cellules peuvent communiquer entre elles par la sécrétion de cytokines, des
protéines de 8-30 kDa, qui en se liant & leurs récepteurs respectifs peuvent activer les Janus
kinases (JAK) leur étant associées ce qui permet le recrutement et la phosphorylation des
transducteurs de signaux et activateurs de la transcription (STAT) (Dressen et Brivalou, 2007).
Cette voie JAK/STAT, lorsque dérégulée est reconnue pour contribuer & la tumorigenése. Il
existe de nombreuses altérations de cette voie de signalisation sur le plan oncogénique, entre
autres, les kinases JAK, les facteurs de transcription STAT et les suppresseurs de tumeurs
SOCS. Cependant, bien que STAT soit souvent considéré comme une oncoprotéine, sa
mutation n’a pas été observée dans les cancers, contrairement aux JAK et SOCS (Robert,

2010). Plusieurs recherches ont montré que I’activation constitutive de STAT (phosphorylation
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soutenue en Y7°5), et en particulier STAT3, était retrouvée dans de nombreuses tumeurs solides.
Cette activation était aussi requise pour maintenir le phénotype transformé de plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses, de tumeurs primaires ou des lignées transformées par des oncogénes
(Bromberg, 2002). La signalisation par JAK/STAT peut aussi contribuer de fagon indirecte a

certains cancers en compromettant I’immunosurveillance dont il a été question plus t6t.

1.2.2 STAT3 relie I’inflammation & ’angiogenése

Selon la démarche dans les sections précédentes, I’inflammation, et particuliérement lorsqu’elle
est chronique, serait une condition nécessaire a plusieurs altérations distinctes, incluant
I’angiogenése. Il a été vu aussi que STAT3 jouerait un rdle central reliant I’inflammation et le
cancer, donc la question serait d’évaluer jusqu’a quelle mesure STAT3 contribuerait 2
I’angiogenése. Tout d’abord, 1’angiogenése soutenue nécessite, comme il a été vu, un
déséquilibre entre les niveaux anti-/pro-/angiogéniques (Hanahan et Folkman, 1996) ou le
signal angiogénique dirigé vers les EC vient de diverses cellules du microenvironnement,
incluant les tumeurs, les kératinocytes, fibroblastes, les TAM (Jackson et al., 1997) et les
cellules MSC (Liu et al., 2011). Cela est généralement accompli par un manque
d’oxygéne/hypoxie (Pugh et Ratcliffe, 2003) et comme attendu, 1’inflammation (Jackson et al.,
1997). Le role de STAT3 dans I’angiogenése tumorale modulée par I’inflammation chronique a
été¢ démontré plus haut. Pour montrer a quel point STAT3 est un acteur critique dans
I’angiogenése, il a été rapporté que STAT3 non seulement était capable de s’associer seule au
promoteur VEGF et d’activer ’expression de VEGF, mais participe activement dans
’expression du VEGF en conditions hypoxiques en s’associant aussi au facteur HIF-1 (Chen
and Han, 2008; Gray et al., 2005; Jung et al., 2005; Niu et al., 2002). STAT3 contribue aussi
par D’activation d’autres génes impliqués dans le processus angiogénique qui s’effectue en
plusieurs étapes (Figure 1.4) tels que le bFGF, la MMP2 et la MMP9 par exemple (Xie et al.,
2004; Dechow et al., 2004; Chen et Han, 2008). En effet, plus généralement, STAT3 induit
’expression de plusieurs cytokines, chemiokines, facteurs de croissance et médiateurs tels
COX-2 et IL6 liés a la tumorigenése inflammatoire (Yu et al., 2009). Outre son rdle en tant que
facteur de transcription, STAT3 agit aussi en tant que transducteur de signal de plusieurs

cytokines appartenant & la famille IL6, celles de la famille IFN, celle de la famille IL10, qui
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vont agir par ’intermédiaire des récepteurs a cytokines. Aussi, plusieurs facteurs de croissance,
tels que I’EGF, le PDGF, I'HGF, vont agir par ’intermédiaire des récepteurs de facteurs de
croissance, sans oublier les oncogénes et finalement, certaines lectines (Closa et al., 2007;
Hirano et al., 2000; Kisseleva et al., 2002; Levy et Lee, 2002; O'Sullivan et al., 2007; Yu et al.,
2009). Mis a part ces facteurs intrinséques a 1’activation de STAT3, plusieurs autres facteurs
extrinséques environnementaux sont aussi connus pour induire les divers types d’inflammation
chronique reliés au cancer en activant la voie STAT3, tel que la fumée de cigarette agissant par
I’entremise des récepteurs nicotiniques, le stress par les récepteurs adrénergiques, les infections
par I’activité des récepteurs Toll-like 4 (TLLR4), les radiations et carcinogénes par les récepteurs
a cytokines (Yu et al., 2009). Cette derniére classe de récepteurs montre & quel point la voie des
cytokines/JAK/STAT3, comme celle de I’'IL6/JAK/STAT3 est importante dans le cancer médié
par I’inflammation, puisqu’elle est non seulement impliquée de fagon intrinséque, mais aussi

environnementale (Yu et al., 2009).
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Figure 1.4 Schéma résumant le processus angiogénique.

L’angiogenése est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins & partir de vaisseaux
préexistants s’effectuant en plusieurs étapes et qui est finement régulée par plusieurs facteurs
pro et anti- angiogéniques. Une tumeur ne peut croitre au-deld de 0,4 mm (Gimbrone et al.,
1972) sans avoir un apport en nutriments et en oxygéne adéquat, ainsi elle produit plusieurs
facteurs pour susciter sa vascularisation qui s’effectue en plusieurs étapes. Suite a I’activation
des EC par des facteurs proangiogéniques (voir Figure 1.2), le processus angiogénique est
caractérisé en premier lieu par la dégradation de la membrane basale enveloppant le tube formé
d’EC par différentes protéases, permettant & ces derni€res de s’échapper dans le stroma. La
prolifération des EC s’entame par la suite pour ainsi former une colonne & front migratoire des
EC ol ces derniéres cessent de proliférer, changent de formes et adhérent I’une contre ’autre
pour former la lumieére d’un tube capillaire. Finalement, ces tubes bourgeonnent et se
fusionnent pour ainsi former des boucles vasculaires dans lesquelles pourra s’établir la
circulation (Hanahan et Folkman, 1996).

Illustration modifiée et tirée : Griffoen et Molema, 2000.
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1.2.3 Structure et activation de STAT3

Lors de la découverte de STAT3, une protéine de 92 kDa (Huang, 2007), on a d’abord pensé
que c’était simplement un membre additionnel de la famille STAT, 7 au total (Figure 1.5), qui
induirait en réponse a 1’IL6 libérée lors d’une inflammation, la transcription de génes en phase
aigué de I’inflammation. Cela se fait via I’interaction de STAT3 avec le promoteur d’une
région amplificatrice de I’ADN, connue sous le nom d’élément de réponse en phase aigué
(Levy et Lee, 2002). Cependant, peu a peu, il a été€ mis en évidence qu’il était activé par une
variété de cytokines, facteurs de croissance et d’autres stimuli (Levy et Lee, 2002; Takeda et
al., 1997). Comme pour les autres STAT, STAT3 est caractérisé comme étant un facteur
cytoplasmique latent de transcription qui contient un domaine de liaison a I’ADN ainsi qu’un
domaine homologue au Src-2 (SH2) et un domaine de liaison phosphotyrosine (P-Y™®) 3
I’extrémité carboxy-terminale (Huang, 2007; Levy et Lee, 2002). Le site SH2 permet & STAT3
d’étre recruté aux complexes/récepteurs ce qui permet & STAT3 d’étre non seulement
phosphorylé en b par trois des quatre membres de la famille JAK (JAK2, JAK2 ou Tyk2)
(O'Sullivan et al., 2007) associés aux complexes/récepteurs & cytokines ou par les tyrosines
kinases associées & des récepteurs de facteurs de croissance, mais aussi par des tyrosines
kinases non associées a des récepteurs tel que Src et abl (Bromberg et Darnell, 2000) et les

MEKK 1 (Lim et Cao, 2001). Cette derniére est connue aussi pour la phosphorylation en S’

S et par I’acétylation en K®,

Bien que STATS3 soit activé aussi par la phosphorylation en la
elles stabilisent aussi la dimérisation (Levy et Lee, 2002; Yuan et al., 2005). Toutefois certaines
recherches montrent I’effet contraire pour la pS™’ (Chung et al., 1997). La phosphorylation en
Y™ est essentielle & la dimérisation ou I’homodimérisation de STAT3 et sa translocation au
noyau pour ainsi exercer son rble d’activateur de transcription par son domaine de liaison &
I’ADN (Huang, 2007). Néanmoins, 1’activation de certains génes tels IL6, RANTES ou IL8
peut s’effectuer sans la phosphorylation et/la dimérisation de STAT3, par un mécanisme
dépendant d’une combinaison avec d’autres facteurs de transcription comme mentionné
précédemment avec le NF-xkB, ou de fagon indépendante par exemple pour un autre sous-
groupe de génes (Yang et al., 2007). Non seulement la modification postraductionnelle

réversible par I’acétylation en K® semble jouer un role dans cette interaction STAT3/ NF-xB

ainsi que la stabilité homo- ou hétérodimérique de STAT3, mais une autre modification, I’O-
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glycosylation, semble augmenter sa liaison au co-activateur CBP (Schindler et al., 2007). Dans

la présente recherche, I’activation représente sa phosphorylation en Y.
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Figure 1.5 STAT3 et les membres de la famille STAT.

Représentation structurale des domaines des 7 membres de la famille STAT. Le domaine de
transactivation est impliqué dans I’activation transcriptionnelle de génes cibles par I’interaction
avec des protéines, telles que les histones acétyltransférases. Ce domaine comprend le domaine
carboxy-terminal (C) et un site de phosphorylation d’une sérine (p-S) qui augmente 1’activité
transcriptionnelle. Le domaine de liaison & ’ADN entre en contact direct avec les sites de
liaisons sur les promoteurs contenant des sites consensus spécifiques. L’interaction réciproque
entre les domaines Src-homologie-2 (SH2) d’un monomére STAT et celui d’une
phosphotyrosine (pY) d’un autre monomeére médiant la formation de dimére est requise pour la
liaison a I’ ADN. Le domaine faisceau hélice ou superhélice est impliqué dans I’interaction avec
des protéines régulatrices et autres facteurs de transcription. Le domaine en N-terminal (N-
term) médie les interactions entre deux dimeres STAT-STAT pour la formation des tétraméres
ce qui stabilise la liaison de deux diméres STAT sur des sites adjacents d’ADN, mais ce n’est
pas essentiel a la fonction de STAT (Yu et Jove, 2004).
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1.2.3.1 L’implication de la voie IL6/STAT3

Le double role de STAT3 en tant qu’activateur et transducteur de signal lui permet d’auto-
amplifier un signal en étant un acteur principal dans une boucle rétroactive en réponse a divers
signaux inflammatoires (Yu et al., 2009). L’IL6, une cytokine pléiotropique, affectant 1’activité
de plusieurs types de cellules telles que les astrocytes, les macrophages, les fibroblastes, les
cellules endothéliales (Hodge et al., 2005), potentialise I’angiogenése par la voie JAK/STAT3
(Huang et al., 2004; Jee et al., 2004). Etant produite aussi en phase aigug, elle va dicter la
transition d’une inflammation aigu& a chronique en changeant la nature des cellules qui
infiltrent les tumeurs, de neutrophiles polymorphonucléaires 2 monocyte/TAM (Gabay, 2006).
Cette transition augmente la présence de I’IL-6 qui sera sécrétée principalement par les TAM
(Allavena et Mantovani, 2012) ou d’autres cellules dans leur microenvironnement. Ainsi, la
transduction du signal se poursuit par ’activation de I’IL6R (gp80) et 1’autophosphorylation de
la gp130 (Hodge et al., 2005) qui, a son tour, peut initier plusieurs voies de signalisation,
incluant la voie JAK/STAT3 (Figure 1.6). Une fois STAT3 phosphorylé, il y a
homodimérisation STAT3-STAT3 qui va moduler ’expression de ce méme gene IL6 et
d’autres génes pro-inflammatoires et angiogéniques (tels que VEGF et bFGF) qui peuvent &
leur tour activer de nouveau STAT3 par des voies autocrines ou paracrines (Yu et al., 2009).
En effet, plusieurs cellules répondent & I’IL6, incluant les EC, TAM, astrocytaires,
pulmonaires, ovariennes, de I’endomeétre du stroma, cardiaques, amniotiques, monocytaires,
microgliales (Hodge et al., 2005). En plus, pour augmenter davantage le signal, STAT3 régule
jusqu’a 2 fois sa propre expression (Yang et al., 2007; Hillion et al., 2008) ce qui maintient une
réponse inflammatoire chronique et par conséquent une angiogenése soutenue (Figure 1.7).
Dépendamment du type de cellule, I’IL6 est capable d’activer aussi différentes voies de
signalisations telles que celle des RAS/MAPK et celle de PI3K/AKT (Hodge et al., 2005; Yang
et al., 2003).
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Figure 1.6 Voie de signalisation IL6-JAK-STAT3.

La voie JAK/STAT3 est ’une des plus importantes dans la signalisation reliant I’inflammation
au cancer et régule plusieurs fonctions physiologiques. Cette voie est activée par plusieurs
facteurs de croissance et cytokines tel que I’JL6. Par exemple, cette derniére se lie & son
récepteur IL6R qui induit la I’homodimérisation de la glycoprotéine a la surface membranaire
gp130. Cette derniére va provoquer 1’activation des JAK qui lui sont associés qui vont & leur
tour s’autophosphoryler ainsi que leurs récepteurs. Les sites phosphorylés sur gp130 et les JAK
vont servir de point d’ancrage pour plusieurs protéines telles que STAT3, SHP2 ainsi que
d’autres protéines adaptatrices contenant les domaines de liaison SH2. Cela initie
éventuellement I’activation de trois voies principales dont celle de JAK/STAT3, Ras/MAPK et
PI3K/AKT. Une fois activé STAT3 peut se dimériser et ainsi transloquer jusqu’au noyau pour
activer la transcription de plusieurs geénes pro-inflammatoires et proangiogéniques tels que
COX-2, IL6, la MMP, VEGF qui vont étre traduits en protéines par la suite. Une des voies
principales rétro-inhibitrices de la voie JAK/STAT3 est le suppresseur de la signalisation aux
cytokines-3 (SOCS3).

Illustration et mécanismes inspirés de : Cell Signalling et QIAGEN.
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Figure 1.7 L’Interleukine-6 dans I’induction de I’angiogenése.

Schéma montrant qu’une condition inflammatoire chronique fournit au microenvironnement
tumoral des facteurs pro-inflammatoires: et proangiogéniques, dont IL-6, favorisant
I’angiogenése tumorale. Celle-ci est sécrétée par plusieurs types cellulaires tels les
macrophages et les cellules tumorales.

Illustration modifiée de : Vona-Davis et Rose, 2009.
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1.2.3.2 Régulation et inhibition de JAK/STAT3

Une des caractéristiques de la signalisation par JAK/STAT est qu’éventuellement et suite & une
activation rapide, le signal décroit, STAT s’accumule dans le noyau et ce dernier doit étre
inévitablement réacheminé dans le cytoplasme ou il pourra de nouveau étre réactivé (Schindler
et al., 2007). Cette diminution du signal peut étre régulée négativement par trois mécanismes
principaux, la déphosphorylation, 1’exportation nucléaire et par rétro-inhibition par les
suppresseurs de la signalisation aux cytokines (SOCS) (Schindler et al., 2007). Plusieurs
phosphatases peuvent agir soit au niveau des kinases (e.g. SHP-1, SHP-2, CD45) ou
directement sur STAT3 au niveau du noyau (e.g. SHP-2, TC-PTP), ce qui est essentiel au
transport extranucléaire (Mustelin et al., 2005; Schindler et al., 2007). Ce dernier étant régulé
par plusieurs séquences d’exportation nucléaire (NES) ou localisation nucléaire (NLS).
Finalement, les SOCS vont inhiber la phosphorylation de STAT indirectement en ce liant en
amont aux JAK empéchant leur activité tyrosine kinase (Hodge et al., 2005). Certains SOCS,
comme SOCS3 vont inhiber certaines voies spécifiques inflammatoires comme 1I’IL6/STAT3
(Jo et al., 2005; Yoshimura, 2009), mais pas celle d’IL10/STAT3 qui a une fonction anti-
inflammatoire (Yasukawa et al., 2003) pour ainsi acheminer JAK vers le protéasome (Shuai et
Liu, 2003). Au niveau moléculaire, cette inhibition spécifique par SOCS3 se fait
principalement par I’interaction de deux domaines, le domaine SH2 qui se lie au motif
pY”"XXV ou pY"®XXV (chez la souris ou I’humain) (Lanza, 2004; Wang et al., 2012) de la
gp130 présente au complexe signalétique du récepteur a 1’IL6, mais qui ne fait pas partie du
complexe IL10/IL10R (Yoshimura et al., 2005; Yoshimura, 2009). Et le domaine KIR de
SOCS3, qui induirait un changement de conformation de la poche catalytique en se liant & la
surface catalytique du domaine kinase de JAK, empéchant ainsi le transfert de groupements
phosphates aux tyrosines (Babon et al., 2012; Yoshimura et Yasukawa, 2012). Ces interactions
empéchent le recrutement au récepteur gpl30 des protéines telle que STAT3 et sa

phosphorylation subséquente en Y™ par les JAK (Figure 1.6)(Lanza, 2004).



30

1.2.3.3 Implication de COX-2

Les enzymes cyclooxygénases ou prostaglandines-endopéroxides synthases (Ptgs) (EC
1.14.99.1) (Schwab, 2001), dont les isoformes cyclooxygénases COX-1 et COX—; sont les plus
étudiées, sont aussi connues sous le nom de prostaglandines H2 synthases (PGH, synthases).
Ces enzymes contiennent deux sites actifs, 1’un cyclooxygénase et ’autre peroxydase
catalysant chacun respectivement les deux premiéres étapes dans la biosynthése des
prostaglandines (PGE) a partir de 1’acide arachidonique (AA) (Goodsell, 2000), débutant par la
bis-dioxygénation en prostaglandines PGG; suivie de la réduction de cette derniére en PGH,
(Rouzer et Marnett, 2009). La PGH; sert de substrat pour la production des 5 principales
prostaglandines bioactives catalysées par la PGE synthase dont la TXA,, la PGI,, la PGD,, la

PGF, et finalement la PGE, chacune ayant des fonctions physiologiques uniques (Hata et

~ Breyer, 2004). Cependant COX-1, une protéine de 65 kDa composée de 565 acides aminés

(Williams et DuBois, 1996), est exprimée constitutivement dans la plupart des tissus (Rouzer
et Marnett, 2009) et est importante dans des conditions physiologiques normales (McAdam et
al., 1999). Par exemple, dans le tissu gastro-intestinal, la PGI, dérivant de COX-1 protege les
muqueuses intestinales et vasculaires (McAdam et al., 1999; Wang et Dubois, 2006).
Cependant, COX-2 ou Ptgs2, une protéine de 68 kDa constituée de 604 acides aminés (Schwab,
2001), se distingue de COX-1, car son expression est normalement absente dans la plupart des
tissus et cellules. COX-2 est induite lors de conditions pathologiques (Rouzer et Marnett, 2009)
en réponse 4 des cytokines pro-inflammatoires, des hormones et des promoteurs tumoraux
(Wang et Dubois, 2006). Cela a mis évidemment en valeur la recherche thérapeutique pour des
inhibiteurs sélectifs de COX-2, comparativement a la classe des médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (NSAID) qui ciblent les deux isoformes (Rouzer et Marnett,
2009). Avec plus de 15 000 citations dans la littérature médicale, COX-2 est documenté en tant
qu’un médiateur majeur de I’inflammation, et par le fait méme, est surexprimé dans plusieurs
cancers leucémiques, gastro-intestinaux, génito-urinaires, mammaires, gynécologiques ainsi

que de la téte et du cou (Aggarwal et Gehlot, 2009).

Les PGE; produites par la COX-2 ont des effets pro-inflammatoires et sont connues pour jouer

un réle important dans la progression tumorale, dont des traits distinctifs physiologiques
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incluent la résistance a4 la mort programmée, la prolifération, I’angiogenése, 1’évasion de
I’immunité tumorale par immunosuppression ainsi que 1’invasion tissulaire et la métastase
(Wang et Dubois, 2006). Ces traits distinctifs physiologiques du cancer sont en commun avec
celles auxquelles contribuent les MSC et les MT1-MMP. Certaines observations ont permis de
mettre en évidence directe les PGE, et la promotion tumorale, comme lors d’une régression
des adénomes par I’inversion de 1’effet pro-inflammatoire des PGE, par les NSAIDs (Hansen-
Petrik et al., 2002) et I’observation que la PGE, accélére la croissance de 1’adénome intestinal
(Wang et al., 2004). Les mécanismes par lequel la PGE, exerce son effet cellulaire et la
promotion tumorale se fait par la liaison aux récepteurs EP1 a EP4 activant les voies telles que
RAS/MAPK et PI3K/AKT, qui régulent positivement le VEGF, bFGF et BCL2. La PGE,
montre un effet régulant négativement les cytokines du Thl tel que le TNF-a, I’INF-y et I'IL2
et régule positivement I’IL10, IL6, des Th2 (Wang et Dubois, 2006). Certaines études ont aussi
montré qu’il y avait possiblement une signalisation croisée entre ia voie JAK/STAT3 et
’activation de I’EP4 par la PGE, (Han et al., 2006)

1.3 Contribution des MSC au cancer

Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) sont des cellules progénitrices pluripotentes
(Caplan et Dennis, 1996) non-hématopoiétiques recrutées au site de plusieurs conditions
pathologiques inflammatoires, lors de la réparation tissulaire, mais aussi de plusieurs cancers
(Bergfeld et DeClerck, 2010). Ces cellules souches proviennent de la moelle osseuse et sont
caractérisées par leur capacité a se différencier en plusieurs types de cellules tels que les
ostéoblastes, les chondrocytes, les adipocytes, les cellules musculaires, les péricytes, les
fibroblastes réticulaires, les cellules neuronales (Bergfeld et DeClerck, 2010) et en EC (Oswald
et al., 2004). Ainsi, de par leur capacité a se différencier, elles vont contribuer 4 la maintenance
et la régénération des cellules du tissu connectif en réponse 4 un signal distal (Dwyer et al.,
2007). Bien que cette propriété de pouvoir migrer et réparer le tissu soit un des roles des
cellules souches, les MSC, tout comme les EC ou leucocytes, vont migrer aux tumeurs (ou au
site inflammatoire) en réponse & différents facteurs tels le VEGF, TGF-p, IL8 et la
neutrotropine (NT)3 (Figure 1.8) (Bergfeld et DeClerck, 2010; Birnbaum et al., 2007). D’autres

facteurs de croissance et cytokines chemo-attractants (ou chemiokines) peuvent aussi
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promouvoir le recrutement des MSC spécifiquement au site de tumeurs primaires tels les EGF,
HGF, bFGF et PDGF, CCL2 (MCP-1) (Dwyer et al., 2007; Stagg, 2008). En effet, on retrouve
parmi les premieres interactions MSC-cancer des expériences montrant que les MSC sont
recrutées non-seulement préférentiellement aux sites de transplantation de mélanomes
pulmonaires comparativement au tissu sain, mais aussi aux sites de métastases (B. Linju Yen,
2008; Studeny et al., 2002).. En effet, des études ont démontré que les MSC recrutées par
I’inflammation gastrique chronique résultante & I’infection & hélicobacter pylori, contribuent a
I’augmentation de ’incidence de carcinome de 1’estomac (Houghton et al., 2004). Ainsi, les
MSC sont recrutées aux 1ésions tissulaires, aux tumeurs et I’inflammation chronique pourrait en
étre le facteur commun qui mobilise les MSC. Cette propriété de migrer et de s’incorporer aux
tumeurs a suscité 1’intérét d’utiliser les MSC comme cellules vecteurs de thérapie génique anti-
cancer. La plupart des données proviennent soit de cultures cellulaires ou de modéles
d’animaux en utilisant des MSC modifiées génétiquement pour produire des agents tels ’TFNo
dans des modeéles de mélanomes chez la souris et I’IL.2 dans des modéles de gliomes chez le rat
(Sun et al., 2011). Les MSC peuvent aussi étre modifiées pour le relargage d’une enzyme de
conversion d’un promédicament. Par exemple, dans un modéle de cancer du pancréas chez la
souris, la MSC modifiée administrée par voie i.v. libére la thymidine kinase du virus de
I’herpés simplex (HSV-tk) au site tumoral, 1’enzyme va phosphoryler le promédicament
ganciclovir en sa forme toxique amenant ainsi & la mort cellulaire (Zischek et al., 2009). Ainsi,
la modification des MSC peut conduire vers des nouvelles thérapies efficaces contre le cancer

(Dai et al., 2011).
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Figure 1.8 Contribution des MSC au cancer.

Les MSC migrent jusqu’au site inflammatoire tumoral en réponse a plusieurs stimuli sécrétés
par le microenvironnement tumoral. Les MSC rendues au site peuvent contribuer a quatre traits
physiologiques distinctifs reliés au cancer: elles peuvent affecter la survie des cellules
tumorales en ayant des effets pro ou anti-apoptotiques, elles peuvent contribuer a 1’angiogenése
tumorale en produisant des facteurs proangiogéniques ou y contribuer directement par leur
différenciation en péricytes ou en EC, elles peuvent permettre aux cellules tumorales d’éviter
I’immunité tumorale en produisant des facteurs inhibitant les Thl, les cellules dendritiques,
cellules B et NK et diminuer la production de cytokines cytotoxiques, finalement par la
production de CCL5, permettre la mobilisation des cellules tumorales vers d’autres sites et
organes et favoriser ’invasion tissulaire et la métastase.

Tllustration modifiée tirée de : Berkfeld et DeClerk 2010.
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Ainsi, sans aucun doute I’une des propriétés importantes est la migration des MSC qui permet
I’interaction tumorale. On a déja montré que cette migration jusqu’au lieu d’inflammation
chronique, en réponse aux signaux déja mentionnés, soit principalement médiée par 1’activation
de la voie des MAPK ainsi que la transduction du signal par JAK2/STAT3 (Gao et al., 2009).
De plus, I’inhibition de JAK2 empéchait complétement la migration qui corrélait fortement
avec la phosphorylation de STAT3 (Gao et al, 2009). Les MSC se rendant dans
’environnement tumoral deviennent une source additionnelle importante de cytokines pro-
inflammatoires, et peuvent contribuer & au moins quatre des ftraits distinctifs dans le

développement du cancer (Figure 1.8) (Galderisi et al., 2010; Bergfeld et DeClerck, 2010) :

(1) Résistance & la mort programmée; dépendamment du type d’engagement dans la
différenciation cellulaire, les MSC peuvent favoriser la survie tumorale en affectant des voies
pro ou anti-apoptotiques. Par exemple, les MSC engagées en adipocytes produiront de la
leptine pour ainsi favoriser 1’activation de STAT3 et la voie de MAPK chez les cellules
tumorales et ainsi avoir un effet anti-apoptotique (Bergfeld et DeClerck, 2010). Cependant,
elles montrent un effet apoptotique lorsqu’elles sont utilisées de fagon thérapeutique, par
exemple lorsqu’elles sont isolées du tissu adipeux et injectées par i.v. & des souris transplantées
de carcinomes mammaires humains, on a remarqué une augmentation du clivage de caspase-3

et de PARP-1 (Bergfeld et DeClerck, 2010; Sun et al., 2009).

(2) Evasion de 'immunité tumorale; par immunosuppression, elles peuvent empécher le
systéme immunitaire de rejeter des cellules cancéreuses pour ainsi favoriser la croissance
tumorale en augmentant la population de T, (B. Linju Yen, 2008), en inhibant la prolifération
des lymphocytes T, la maturation des cellules dendritiques, ainsi que 1’activation des cellules
NK (Giuliani et al., 2011) et la prolifération et différenciation des lymphocytes B (Corcione et
al., 2006) (Bergfeld et DeClerck, 2010). Dans un autre contexte que celui tumoral, cette
capacité immunosuppressive peut étre favorable dans le cas du rejet de transplantations, tel la
réaction du greffon contre ’h6te (GVHD). Des patients ayant eu un traitement avec les MSC
ont vu leurs chances de survie globale augmenter de deux ans (Le Blanc et al., 2008). Cet effet
immunosuppresseur est engendré par la sécrétion de plusieurs facteurs solubles comme

I’indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO), I’induction de ’oxyde nitrique synthétase, la sécrétion
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d’antigénes, TGF-B, d’IL6 et de PGE, (Bouffi et al., 2010). La PGE,, par exemple, inhibe la
prolifération des NK et celle des lymphocytes T et par conséquent leur cytotoxicité (Newman

et al., 2009).

(3) Favoriser I’angiogenése; les MSC vont non seulement étre recrutées par certains facteurs de
croissance et chemiokines, mais rendues au site inflammatoire elles vont aussi en produire,
incluant le VEGF, ainsi que le bFGF pour favoriser 1’angiogenése (Wang et al., 2007; Feng and
Chen, 2009). Elles peuvent aussi contribuer a4 la formation de nouveaux vaisseaux en se
différenciant en EC ou pérycites (Bergfeld et DeClerck, 2010). En réponse a d’autres
molécules, comme le chemo-attractant sphingosine-1-phosphate (S1P) qui peut étre produit par
plusieurs types de cellules, incluant les tumeurs, permet d’induire les fonctions angiogéniques

des MSC (Annabi et al., 2003).

(4) Invasion tissulaire et métastase; par la sécrétion de la CCL5 (RANTES) (Stagg, 2008) qui
est médiée par STAT3 (Kovacic et al., 2010), les MSC favorisent la motilité des cellules
tumorales et en conséquence la métastase (Bergfeld et DeClerck, 2010; Galderisi et al., 2010).
En effet, il a été montré que les MSC dans le site tumoral potentialisaient les capacités
d’invasion tissulaire et de métastase dans le cancer du sein (Karnoub et al., 2007). La relation
entre les MSC et le microenvironnement tumoral est réciproque. Les MSC peuvent étre attirées
au site tumoral et s’y différencier, par exemple, en fibroblastes associés aux cancers (TAF),
essentiels 4 la progression tumorale et qui fournissent plusieurs cytokines, facteurs de
croissance ainsi qu’un support structural aux cellules primaires et métastases (Spaeth et al.,
2009). Réciproquement, les MSC peuvent aussi attirer les cellules tumorales dans la moelle

osseuse (Bergfeld et DeClerck, 2010).
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1.3.1 Réle de la MT1-MMP

Plusieurs protéases contribuent au processus de recrutement des MSC vers le site
d’inflammation chronique (Bergfeld et DeClerck, 2010). Afin d’infiltrer le site d’inflammation
tumorale, les cellules MSC doivent se frayer un chemin & travers le stroma riche, entre autres,
en collagéne de type-1 qui est la composante principale de I’ECM dans le tissu de mammiferes.
Cette hydrolyse est en grande partie contr6lée par la métalloprotéase matricielle membranaire
de type-1 (MT1-MMP) (Figure 1.9) (Lu et al., 2010). Cela implique non seulement leurs
domaines extracellulaires, mais aussi leurs domaines intracellulaires leur permettant non
seulement 1’invasion, mais aussi la différenciation, la morphogenese (Lu et al., 2010).
Cependant, d’autres MMP sont aussi indispensables dans le processus invasif des MSC telles
que la MMP2 et MMP9 (Ries et al., 2007; Lu et al., 2010). En lien avec la fonction cellulaire
des MSC, la MT1-MMP est impliquée dans de nombreuses fonctions pathologiques
concomitantes avec celles observées a I’échelle cellulaire des MSC vues précédemment, telles
que I’inflammation, la guérison, I’angiogenése, 1’invasion et la métastase (Itoh et Seiki, 2004).
Cela montre I’importance du réle que jouerait la MT1-MMP dans la contribution aux différents

traits physiologiques reliés au cancer en réponse 4 des conditions inflammatoires.
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Figure 1.9 Fonctions des différents domaines de la MT1-MMP.
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Représentation schématique des domaines de la MT1-MMP et leurs implications dans certaines
fonctions et conditions cellulaires dont la protéolyse péricellulaire, la migration, 1’angiogenese

et I’inflammation.

Illustration modifiée tirée de : Gingras et Béliveau 2010.
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1.3.1.2 Structure et activité de la MT1-MMP

La MT1-MMP fait partie de la sous-classe des MT-MMP, dont 6 membres (Radichev et al.,
2010) sont inclus dans la grande famille comprenant 26 MMP (Chen et al., 2012; Gingras et
Béliveau, 2010). Les MMP possédent toutes un domaine catalytique a zinc, un lien peptidique
et un domaine hémopexine (HEX). Au niveau structural, la MT1-MMP et les autres MT-MMP,
contiennent un domaine transmembranaire les ancrant & la membrane contrairement aux autres
MMP. Le domaine C-terminal cytoplasmique est constitué de 20 acides aminés
(*®RRHGTPRRLLYCQRSLLDK V**?) (Gingras et Béliveau, 2010). Comme les autres MMP,
la MT1-MMP est produite comme une zymogene sous sa forme proMT1-MMP, & 63 kDa
(Lehti et al., 1998), et requiert un clivage activateur dans le Golgi puis se présente a la surface
membranaire sous sa forme active & 60 kDa ou elle peut 4 nouveau étre clivée par elle-méme a
44-45 kDa (Itoh et Seiki, 2006) et générer une forme inactive (Lehti et al., 1998). La MT1-
MMP peut dégrader plusieurs macromolécules de I’ECM autres que le collagéne de type I,
telles que le collagéne de type II et II1, la gélatine, la laminine 1 & 5 et la fibronectine. En plus,
elle active la proMMP2 et la proMMP13 (Gingras et Béliveau, 2010; Itoh et Seiki, 2006). Cette
activité protéolytique peut servir comme indicateur de la présence active de la MT1-MMP 4 la
surface cellulaire (Itoh et Seiki, 2006). L’activation de la proMMP2 par la MT1-MMP
s’effectue en plusieurs étapes; en premier lieu, deux MT1-MMP forment un homodimere par la
liaison réciproque de leurs domaines HEX. Cela est suivi par la liaison de I’inhibiteur endogéne
TIMP2 sur le site catalytique de 1’'une des deux enzymes MTI-MMP formant ainsi un
complexe ternaire. Par la suite, le domaine HEX de la proMMP2 a une affinité pour le domaine
C-terminal exposé de la TIMP2 du complexe exposant de fagon optimale la partie & cliver de la
proMMP?2 par la deuxiéme MT1-MMP résultant en I’activation de la MMP2. Cette activation
nécessite la glycosylation des MT1-MMP (Itoh et Seiki, 2004). Les MT1-MMP vont aussi
cliver différentes protéines de surface telles que le CD44, la transglutaminase, des récepteurs a
lipoprotéines de faibles densités (LDLR) (Itoh et Seiki, 2006). La protéolyse de ’ECM va aussi
libérer différentes chemiokines, cytokines, facteurs de croissance qui peuvent agir en retour par

voie autocrine ou paracrine.
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1.3.1.3 Signalisation régulée par le domaine cytoplasmique de MT1-MMP

Hormis que sa fonction dans la protéolyse péricellulaire lors du processus invasif comme
mentionné précédemrﬁent, le domaine cytoplasmique de MT1-MMP est non seulement
important dans sa régulation, son internalisation ainsi que sa redistribution, mais il lui permet
la transduction du signal intracellulaire. Cependant, une des limites de notre compréhension de
ces mécanismes est qu’il manque plusieurs motifs de reconnaissances des protéines de
signalisation comme SH2, SH3, PTB et qui demeurent & étre élucidés (Gingras et Béliveau,
2010). Toutefois, la MT1-MMP s’associe avec plusieurs protéines membranaires et
cytoplasmiques et parmi les protéines impliquées dans la migration on retrouve, entre autres la
p130Cas ayant un role dans 1’angiogenése (Gingras et al., 2008) qui s’associe aussi & STAT3
(Gao et Bromberg, 2006). La MT1-MMP peut s’associer et cliver CD44 qui par la suite peut
médier la phosphorylation de STAT3 (Lee et al., 2009b). Le CD44 coordonne non seulement la
motilité, mais aussi la résistance a la mort programmée (Jung et al., 2011). Le contrdle de
I’expression des MT1-MMP et leur relocalisation au front cellulaire migratoire par son
domaine cytoplasmique se fait principalement par internalisation médiée par endocytose, qui
est accomplie notamment par I’interaction de la séquence *'LLY” avec la sous-unité p2 de la
protéine adaptatrice-2 (AP-2), composante clef des vésicules recouvertes de clathrine (Uekita et
al., 2001; Gingras et Béliveau, 2010). Puisque la MT1-MMP interagit spécifiquement avec la
cavéoline-1 phosphorylée (Labrecque et al., 2004), cette interaction serait critique 4 un autre
mécanisme d’endocytose via les cavéoles, qui sont une invagination en forme de coupe de la
membrane plasmique, impliquant les tyrosines kinases Src qui vont phosphoryler la cavéoline-
1 (Sverdlov et al., 2007). La palmitoylation post-transcriptionnelle en sa seule cystéine dans
son domaine cytoplasmique semble aussi étre essentielle 4 son internalisation et & la migration

cellulaire (Anilkumar et al., 2005).

Certaines recherches ont montré I’effet transducteur du signal de la MT1-MMP selon une
phosphorylation de protéines cytoplasmiques en tyrosine, médiée par la lectine concanavaline
A, qui corrélait avec la surexpression de la MT1-MMP et la MMP2 (Yu et al., 1997). Bien sfr,
des voies plus précises ont été mise en évidence comme celle des RAS/MAPK impliquant

ERK, qui permettrait possiblement la locomotion et la transcription de plusieurs génes (Gingras
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et Béliveau, 2010; Gingras et al., 2001). Cette activation du signal ne nécessiterait pas 1’activité
protéolytique du site catalytique, mais plutét la liaison du TIMP2/MT1-MMP de fagon dose-
dépendante (D'Alessio et al., 2008). Il est possible que cette activation s’effectue par la région
BYCQR®™ (D'Alessio et al., 2008; Gingras et Béliveau, 2010). D’autres études impliquant la
voie RAS/MAPK, comme celle de JNK et p38, ont récemment mis en évidence que la MT1-
MMP potentialise ’effet du bFGF sur ’angiogenése cornéenne (Onguchi et al., 2009). Des
études antérieures avaient déja mis en lien ’expression de la MT1-MMP et la régulation
positive du VEGF qui favorisait la croissance tumorale et 1’angiogenése (Sounni et al., 2002).
En fait, il a été suggéré que la MT1-MMP régulait I’expression du VEGF en formant un
complexe avec le VEGFR-1 et le Src (Eisenach et al., 2010).

Une étude a montré récemment que la seule tyrosine du domaine cytoplasmique était
phosphorylée de maniére dose-dépendante au Src (Nyalendo et al., 2007). L’inhibition de cette
méme tyrosine, par l’administration sous-cutanée d’un peptide constitué du domaine
cytoplasmique muté non phosphorylable de la MT1-MMP, empéchait le développement et la
progression de tumeurs in vivo (Nyalendo et al., 2010). Ce peptide rendrait inaccessible la
phosphorylation en Y*™ en se dimérisant & la partie cytoplasmique de la MT1-MMP. D’autres
voies de signalisation ont ¢été récemment mises en lumiére comme ayant une importance
immunomodulatrice pro-inflammatoire et dans la résistance & la mort cellulaire programmée.
Les MT1-MMP présentes spécifiquement & la surface membranaire (Proulx-Bonneau et al.,
2011) induisent 1’expression de COX-2 médiée par IKK/NF-xB en réponse a la ConA (Annabi
et al,, 2009; Sina et al., 2010) de fagon indépendante du site catalytique. Ici, ce qui est
intéressant, est que COX-2 peut induire I’activation de STAT3 par une régulation positive de
I’IL6 (Dalwadi et al., 2005). Aussi, certaines recherches ont indiqué que STAT3 s’associait
avec le promoteur de COX-2 (Lo et al., 2010), malgré qu’il soit bien connu que NF-xB soit

aussi un facteur de transcription médiant I’expression de COX-2 (Nakao et al., 2002).



41

1.4 Nutraceutiques anti-cancer

Mis a part les régulateurs internes de la voie JAK/STAT3 mentionnés plus t6t, on doit
considérer les inhibiteurs de sources naturelles qui ont longtemps été un réservoir important de
molécules utilisées dans le traitement de plusieurs pathologies (Newman et Cragg, 2007).
C’était avec une grande logique médicale et intuition qu’Hippocrate avait déja, il y a prés de
2500 ans, soupgonné I’importance évidente de 1’alimentation pour la santé et anticipé son

utilisation spécifique dans I’art de la prévention et du traitement :

« Que ton aliment soit ton médicament et que ton aliment soit ton reméde. La nature guérit
seulement si elle en est donnée I’opportunitéy

-Hippocrate selon (Georgiou et al., 2011)

Il a fallu attendre jusqu’a I’année 1805 avant d’isoler le premier composé€ pur d’une plante, la
morphine de papaver somniferum par Friederich Serturner (Fan et al., 2006). Les molécules
provenant de sources naturelles, ce qui inclut les molécules dérivant de notre alimentation, se
sont révélées prometteuses dans le criblage d’agents efficaces dans le traitement et dans la
prévention du cancer. En effet, dans le domaine de 1’oncologie et depuis les années 1940, 48,6
% de nouveaux médicaments sont d’origine naturelle de fagon directe ou en dérivent (Newman
et Cragg, 2012). Selon la méme source, sur les 51 médicaments anti-inflammatoires approuvés
a D'utilisation thérapeutique depuis 1981, 13 dérivent de produits naturels. Ainsi, plusieurs
agents nutraceutiques (qui sont des substances faisant partie ou qui dérivent d’aliments)
procurant un intérét médicinal et bénéfique pour la santé, ont été approuvés ou sont

présentement en phase de recherches cliniques (Gupta et al., 2010).
1.4.1 Propriété anti-angiogénique des polyphénols

Les polyphénols d’origine alimentaire possédent plusieurs propriétés leur permettant d’avoir
une bioactivité cellulaire importante; ils peuvent avoir un réle de piégeurs de radicaux libres,
d’inhibiteurs d’enzymes oxydatives, d’inducteurs d’enzymes ayant des fonctions anti-

oxydantes et un effet modulateur sur la transduction du signal (Han et al., 2007). Ainsi, ils sont
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capables d’interférer a différents niveaux de I’initiation & la progression du cancer en inhibant
des voies reliées a des conditions inflammatoires chroniques qui sont propices aux altérations
physiologiques telles la résistance & la mort programmée, la prolifération, ’invasion tissulaire
et la métastase, ainsi que I’angiogenése (Gupta et al., 2010; Han et al., 2007) ce qui implique,

comme il a été démontré, ’importance de la voie IL6/STAT3.

Ces polyphénols représentent un groupe de métabolites secondaires et se retrouvent dans une
variété de fruits, 1égumes, vins, thé, huile d’olive extra vierge, de chocolat ou autres produits de
cacao (Han et al., 2007). Avec plus de 8 000 composés différents, ils peuvent €tre classifiés en
différents groupes basés sur le nombre de cycles phénoliques et le nombre de groupements
hydroxyles, ainsi que les éléments structuraux qui relient ces cycles (Han et al., 2007). On
retrouve parmi ces groupes la classe des diféruloylmethanes, des stilbénes, celle des acides
phénoliques; contenant les sous-classes dérivant des acides hydroxybenzoiques (e.g. acide
éllagique, acide gallique) et des acides hydroxycinnamiques (e.g. ’acide cafféique, acide
ferrulique et coumarique), celle des tanins ainsi que la classe la plus abondante des
polyphénols, avec 4000 composés (Ramos, 2008), les flavonoides; qui incluent les sous-classes
des anthocyanidines, flavonols, flavones, isoflavones, flavanones et flavanols (Han et al.,
2007) (Figure 1.10 A). Par cette diversité, les polyphénols alimentaires ont donc des propriétés

qui leur permettent d’avoir des activités biologiques diversifiées.

!
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C
Flavones Flavanols Anthocyanidines
R5=R7 =0H R3=R5=R7=0H R3=R5=R7=R4’=0H
Apigénines EGCG Delphinidine
R3'=H; R4’=0H R3=gallate; R3'=R5'=0H
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R3'=R4’=0H 3’

Acide phénolique
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Figure 1.10 Classification, structures et sources des cinq polyphénols alimentaires.

Classification des polyphénols (A) et structure des 5 polyphénols étudiés (B et C). Faisant
partie de la classe des flavonoides et de la sous-classe des anthoxanthines, les deux flavones,
lutéoline et apigénine sont retrouvées dans certains fruits et légumes tels que les céleris, les
olives, les piments, le persil ainsi que dans les épices et herbes comme 1’origan, le thym et le
romarin. Un autre anthoxanthine, ’EGCG, qui est un flavanol présent dans plusieurs fruits tels
les pommes, les abricots, raisins, péches, poires et plusieurs baies. Il se retrouve aussi dans les
féves, les thés, les chocolats, le vin rouge ou blanc. L’anthocyanine delphinidine peut étre
consommé a partir de plusieurs baies, fraises, canneberges, jus de pomme grenade, prunes,
rhubarbes, mais est aussi retrouvée dans le vin. Finalement 1’acide éllagique, un acide
phénolique hydroxybenzoique dans les aliments tels que les fraises, framboises, jus de pomme

grenade, jus de raisin rouge ou blanc et les graines de longanes (Ramos 2008) (Han et al,
2007).



45

Depuis que le réle clef de ’angiogenése a été établi dans la croissance tumorale, 1’invasion et la
métastase par Folkman, ce dernier a aussi introduit le concept thérapeutique « anti-
angiogenése » (Folkman, 1971; Cao et Langer, 2008). Le but des thérapies anti-angiogéniques,
selon Folkman, est de réduire la toxicité, le risque de résistance et 1’augmentation de
efficacité des traitements anti-cancer (Folkman, 1999). Et depuis, de nombreux composés
anti-angiogéniques ont été développés ayant des cibles différentes dont le premier qui fat
d’origine naturelle cartilagineuse, est le Neovastat, et qui peut cibler des MMP ainsi que la voie
du VEGF (Béliveau et al., 2002). D’autres ont aussi ont été développés dont Sunitinib,
Sorafenib et Pazopanib et ciblant le VEGFR, PDGEFR et le RET, qui est le récepteur du facteur
neurotrophique de la lignée gliale (réarrangé au cours de la transfection) (Gordon et al., 2010).
Il y a méme une nouvelle approche et classe d’agents anti-angiogéniques puissants qui font
surface, tels les agents disrupteurs vasculaires (VDA) ciblant directement la vasculature
tumorale déja établie (Siemanq, 2011). Les propriétés anti-angiogéniques des différentes
classes de polyphénols sont de plus en plus reconnues, mais les mécanismes par lesquels cette
modulation s’effectue sont encore peu connus (Ramos, 2008). C’est le cas de plusieurs
flavonoides utilisés dans le cadre de la présente recherche tels que l’apigénine (Api), la
lutéoline (Lut) faisant partie de la sous-classe des flavones, ’EGCG de la sous-classe des
flavanols, de la delphinidine (Dp) qui est une anthocyanidine, mais aussi d’acides phénoliques

appartenant aux acides hydroxybenzoique tel que I’acide éllagique (EA) (Figure 1.10B).

En effet, des recherches ont déja montré que 1’Api pouvait inhiber I’angiogenése tumorale in
vivo en diminuant I’expression de HIF-1a et le VEGF, cependant il n’y est pas mentionné si
elle se fait via STAT3 (Fang et al., 2007). L’approche in vivo s’est effectuée sur un modele de
cellules tumorales (prostate et ovaire) humaines dans les souris nues et par le test de la
membrane allantochorion de poulet (CAM). Dans cette méme étude, les résultats ont montré
une inhibition similaire in vitro sur les cellules en culture cancéreuses de la prostate humaine,
PC-3 et DU145, en conditions hypoxiques et normoxiques. D’autres études sur la Lut ont
montré un effet inhibiteur, par un mécanisme PI3K/AKT dépendant, sur ’induction de la
prolifération et de la survie des EC humaines de la veine ombilicale (HUVEC) activée par le
VEGF (Bagli et al., 2004). L’EGCG, un composant majeur du thé vert, s’est déja avéré avoir
des propriétés anti-angiogéniques en régulant négativement HIF-lo, VEGF, VEGFR1 et
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VEGFR2 (Ramos, 2008). L’EGCG a déjé'démontré aussi un effet inhibiteur sur la croissance
des cellules HT29 humaines du carcinome du colon en régulant négativement le VEGF par la
voie impliquant ERK 1/2 (Bagli et al.,, 2004). D’autres recherches, voulant contourner le
probléme de la résistance des vaisseaux matures de tumeurs aux inhibiteurs du VEGF ou ses
récepteurs, ont pris pour cibles non seulement les EC, mais aussi les cellules périendothéliales
(Bergers et al., 2003). Un exemple est ’activité de I’EA qui aurait démontré une propriété anti-
angiogénique importante, car il inhibe le PDGFR des cellules musculaires lisses (CML) ainsi
que I’activation du VEGFR?2 induite par le VEGF chez les EC (Labrecque et al., 2005). La Dp
a déja présenté un effet antiprolifératif sur des EC (Martin et al., 2003) ainsi qu’une activité
anti-angiogénique in vitro et in vivo par une inhibition de la phosphorylation du VEGFR2 et la
régulation négative de 1’activation des ERK 1/2 chez les EC (Lamy et al., 2006). Elle s’est
montrée capable aussi de bloquer la signalisation au PDGFR et la différenciation

morphogénique d’une coculture des EC/SMC en structures capillaires (Lamy et al., 2008b).

Toutefois, les études sur le métabolisme et les paramétres pharmacocinétiques des polyphénols
étudiés sont encore insuffisantes (Gradolatto et al., 2005). Une difficulté¢ additionnelle est la
comparaison des données puisque les expériences sont souvent effectuées a des différentes
doses, sur différentes espéces, différentes formules d’administration, voies d’administration ou
d’autres conditions expérimentales distinctes. Il est important de mentionner que la plupart des
polyphénols dans I’alimentation sont présents sous forme d’esters, de glycosides ou de
polymeéres et doivent étre hydrolysés dans I’intestin pour étre absorbés (Manach et al., 2004).
La concentration des formes libres dans le plasma est habituellement trés faible apres ingestion
(Manach et al., 2004), excepté pour les cathéchines du thé, tel P'EGCG, qui peuvent s’y
retrouver a 77% sous formes inchangées (n = 8 sujets humains) (Lee et al., 2002). Dans une
étude chez le rat (n =5) ou des extraits de Lut et d’Api ont été administrés par voie orale, on a
montré qu’Api (Tax = 3.9 h; Couax= ~17 ug/mL) était absorbée plus efficacement que Lut (Tpmax
= 1.1h ; Cpa—= ~4 pg/mL) (Chen et al., 2006). Selon cette méme étude, les ASC (aires sous la
courbe) montrent que la biodisponibilité d’Api relativement a celle de Lut est prés de 10 fois

supérieure, suggérant qu’Api est 10 fois mieux absorbée dans la circulation sanguine que Lut.
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Une fois absorbés, les polyphénols conjugués dans la muqueuse intestinale, et plus tard dans le
foie s’effectuent principalement de trois fagons: par sulfonation, par méthylation et par
glucoronidation. Cette derni¢re forme étant le polyphénol conjugué principal retrouvé en
circulation (Manach et al., 2004)(Scalbert et Williamson, 2000). Des études in vivo ont montré
qu’Api est métabolisée principalement en Lut en phase I et d’autres dérivés (conjugués
gluronides, sulfonates et méthylates-Lut) en phase Il (Gradolatto et al., 2005; Shimoi et al.,
1998). Puis qu’apres 10 jours, 24.8 % d’Api serait encore distribué dans le reste du corps ce qui
suggere qu’Api s’accumule dans le tissu et s’élimine lentement (Chen et al., 2006; Gradolatto
et al., 2005). En effet, le temps d’élimination plasmatique d’Api (T %2 = 3.4) de I’organisme
semble étre supérieur & Lut (T % = 2.7 h) (Chen et al., 2006). Il a déja été reporté des T %2
beaucoup plus élevés pour Api (T %2 =91.8 h ; Gradolatto et al., 2005) comparativement a des
valeurs qui varient peu pour la Lut (T % = 3.7 h; Chen et al., 2010). L’élimination d’Api et Lut
s’effectuant majoritairement par la voie urinaire (Gradolatto et al., 2005; Chen et al., 2006).
Hormis la forme administrée (e.g. extraits, forme aglycones), le T % pour Lut semble étre du
méme ordre de grandeur que pour les autres polyphénols étudiés : I’EA (T% = 5 h; Lei et al.,
2003); ’EGCG (T ¥2=3.7 h; Lee et al.,, 2002) et la Dp (T %2 = 1.7 h; Frank et al., 2003).

Bien que les polyphénols sont métabolisés par la microflore et les enzymes intestinales ainsi
que dans les tissus, les métabolites et leurs effets biologiques ont été trés peu étudiés (Larrosa
et al., 2009; Manach et al., 2004; Kim et al., 1998). Comme mentionnées précédemment, les
formes glycosylées sont rarement absorbées et retrouvées dans le plasma, & 1’exception des
anthocyanidines, qui sont principalement retrouvées sous formes glycosylées (Manach et al.,
2004), telle la Delphinidine-3-glucoside. Cette derniére a démontré une activité anti-
thrombotique et d’inhibition de I’activation et I’agrégation plaquettaire in vitro et in vivo (Yang
et al., 2012). Plusieurs métabolites des polyphénols intestinaux qui sont retrouvés en grandes
concentrations dans le plasma, tels que I’acide hydrocaféique, I’acide hydroxyferulique et
I’acide 3,4-dihydroxyphylacétique sont possiblement & [’origine de certaines activités
biologiques i.e. activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo (Larrosa et al., 2009). Les
activités biologiques, telles qu’anti-inflammatoire et anti-tumorale des polyphénols est associée
aussi, en partie, a leur potentiel antioxydant et au nombre de groupes fonctionnels contenant

des hydroxyles substitués au noyau B (Figure 1.10C) (Shimoi et al., 1998; Han et al., 2007).
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" Des études ont suggéré que cette propriété antioxydante diminue avec la méthylation de
groupements OH (Cao et al., 1997) et la glucoronidation (Shimoi et al., 1998). Certains
métabolites d’Api glucoronidés paraissent avoir une activité anti-inflammatoire (Luo et al.,
2008), et il & été méme montré dans une étude chez le rat que les conjugués Lut-glucoronidés
sont déconjugués par la B-glucoronidase libérée aux sites d’inflammations (Shimoi et al., 2001)
ou sites tumoraux (Manach et al., 2004). Autre que des interactions avec des enzymes, telles
que la méthyltransférase et la sulfotransférase, il a été reporté¢ qu’il y aurait aussi des
interactions entre des conjugués et des transporteurs; de médicaments, de P-glycoprotéines,
d’anions organiques canaliculaires multispécifiques. Les polyphénols conjugués peuvent aussi
inhiber le cytochrome P450, ce qui augmenterait possiblement la biodisponibilité de certains
médicaments (Evans, 2000; Manach et al., 2004). La liste des cibles moléculaires potentielles
des polyphénols dans la littérature est gigantesque et il serait difficile dans le cadre de ce travail
de les énumérer tous (Gupta et al., 2010; Han et al., 2007; Aggarwal et Shishodia, 2006;
Santangelo et al., 2007), contrairement aux cibles moléculaires de leurs métabolites qui sont

peu ou pas documentées.

1.4.2 STAT3 comme cible anti-angiogénique

Le VEGF et ses récepteurs représentent une des meilleures voies de signalisation validées
comme cible thérapeutique anti-angiogénique (Ferrara et al., 2003; Ferrara, 2010). C’est
pourquoi plusieurs recherches sur les polyphénols alimentaires et leurs propriétés anti-
angiogéniques (ou les thérapies approuvées) concernent la voie du VEGF (Ferrara, 2010). Des
centaines de milliers de patients ont bénéficié des traitements anti-angiogéniques par
I’inhibition du VEGF, cependant I’efficacité limitée et 1’acquisition de la résistance aux
inhibiteurs du VEGF demeurent problématiques (Carmeliet et Jain, 2011). Un des problémes
réside dans la résistance aux agents chimiothérapeutiques qui est souvent associée & plusieurs
cytokines, dont la principale, I’TL6 (Hodge et al., 2005). Une autre partie du probléme réside au
niveau de la résistance aux inhibiteurs angiogéniques qui peut é&tre représentée selon deux
types. La résistance par évasion adaptative qui peut se présenter de quatre fagons différentes :
(1) lorsqu’il y a activation/régulation positive de voies de signalisations pro-angiogéniques

alternatives qui vont circonvenir le traitement et provoquer une néovascularisation et une
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récidive tumorale. (2) Recrutement de cellules proangiogéniques dérivées de la moelle osseuse
qui peuvent rendre la voie VEGF non nécessaire au soutien du processus angiogénique. (3)
L’augmentation du nombre de cellules périendothéliales telles que les péricytes qui vont
couvrir la vasculature tumorale et préserver leur intégrité, ce qui limite la nécessité de survie
médiée par le VEGF. (4) L’activation de 1’invasion tissulaire et la métastase permettant 1’accés
4 un nouveau site qui ne nécessiterait pas a court terme la néovascularisation. Le deuxi¢me type
de résistance serait une non-réponse intrinséque tumorale (Bergers et Hanahan, 2008). La
résultante des principaux problémes encourus est que les thérapies actuelles anti-angiogéniques

prolongent la survie globale (overall survival; OS) des patients dans certains cas, tandis

qu’elles peuvent avoir un effet minime dans d’autres (Carmeliet et Jain, 2011; Loges et al., .

2010).

Ainsi, par son réle crucial dans I’inflammation liée au cancer, STAT3 s’est révélé un médiateur
critique dans I’angiogenése tumorale et serait ainsi une cible potentielle pour le traitement et la
prévention du cancer en bloquant ou en contournant ces mécanismes de résistance. Certains
chercheurs admettent que les inhibiteurs de STAT3 représentent la prochaine génération de
ciblage thérapeutique, car ils sont trés spécifiques, ont un spectre d’activité trés large et sont
soupgonnés étre peu toxiques et plus efficaces que plusieurs thérapies actuelles. Plusieurs
approches ont été surlignées pour le ciblage thérapeutique de STAT3, dont la diminution de
I’expression de ce dernier, la diminution de la phosphorylation de STAT3 et des récepteurs
associés, la réduction du recrutement de STAT3 aux complexes récepteurs et sa dimérisation,
ainsi que la diminution de sa liaison aux promoteurs (Jing et Tweardy, 2005). Il y a plusieurs
bloqueurs de la phosphorylation de STAT3 incluant des peptides, oligonucléotides ainsi que
des petites molécules. Un des inhibiteurs de la voie JAK/STAT3 qui est le plus connu est
I’ AG490, qui inhibe spécifiquement I’activation de JAK2 (Aggarwal et al., 2006a). Cependant,
sa faible puissance d’action (IC50>50 pM) et sa faible stabilit¢ empéchent son utilisation
adéquate in vivo (Heimberger et Priebe, 2008). Plusieurs polyphénols dérivant de plantes sont
aussi connus pour inhiber STAT3, ce qui inclut le curcuma, le resvératrol, le cucurbitacin,
I’indirubin, le piceatannol, le parthenolide, le flavopiridol, le magnolol (Aggarwal et al.,

2006a), ainsi que les polyphénols de la présente recherche (fig. 1.10B).
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Cependant, il n’est pas toujours clair dans la littérature du type d’inhibition, directe ou indirecte
ou alternatif de STAT3 par les polyphénols (Shodeinde and Barton, 2012; Aggarwal et al.,
2006a). La majorité des polyphénols sont catégorisés comme inhibiteurs indirects de STAT3
lorsqu’ils vont perturber la signalisation en amont. Par exemple en interférant avec ’activité
des tyrosines kinases, tels les JAK, Src, ABL qui sont responsables de 1’activation de STATS3.
Un bon exemple est le curcuma qui va inhiber; JAK2 (Natarajan and Bright, 2002), le Src
(Reddy and Aggarwal, 1994), Erb2 (Hong et al., 1999) et ’EGFR (Korutla and Kumar, 1994),
qui sont tous impliqués dans I’activation de STAT3 (Aggarwal et al., 2006a). Il y a aussi des
polyphénols qui sont des inhibiteurs alternatifs de STAT3 en interagissant avec les régulateurs
physiologiques négatifs de STAT3, tel que SOCS3 (Lamy et al., 2012), protéines inhibitrices
des STATS3 activés (PIAS) et des phosphatases. Un exemple est le resvératrol et ces analogues
qui inhibent 1’activation de STAT3 par un mécanisme favorisant sa déphosphorylation par des
PTP (Capiralla et al., 2012). Contrairement aux autres types d’inhibition, les inhibitions

directes de 1’activation de STATS3 par les polyphénols a été beaucoup moins reporté.

L’inhibition de STAT3 permettrait donc non seulement de réguler la transcription de plusieurs
facteurs proangiogéniques en aval autres que le VEGF, mais aussi celle de la transduction du
signal en amont de plusieurs de ces facteurs. Parmi les anthoxanthines étudiées, certaines
recherches ont montré en effet que les flavones Lut et Api et ’EGCG pouvaient inhiber
I’activation de STAT3. Cependant, peu de ces polyphénols ont montré une inhibition de

I’angiogenése modulée par une action sur la voie IL6/STATS3.
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CHAPITRE Il

PROJET DE RECHERCHE

2.1 Problématique et hypothéses

Des études épidémiologiques suggerent que I’inflammation chronique prédispose les individus
a plusieurs types de cancers. Prés de 20% des déces par cancers y sont associés. Un élément
central reliant cette condition au cancer est STAT3, qui est impliqué dans plusieurs voies, dont
celle des cytokines médiée par JAK/STAT3, qui est trés importante. Dans la présente
recherche, nous tentons de déterminer I’effet de 5 polyphénols d’origine alimentaire connus
pour leurs activités anti-angiogéniques sur |’angiogenése modulée par la cytokine 1L6.
L’hypothése est que les anthoxanthines Lut, Api et ’EGCG ayant déja montré des effets
inhibiteurs de STAT3 seront les polyphénols anti-angiogéniques les plus efficaces. Dans un
deuxiéme temps, nous tenterons d’évaluer si I’induction d’un phénotype pro-inflammatoire par
la ConA et I’expression de COX-2 chez les cellules souches mésenchymateuses implique
I’activation de STAT3. L’hypothése qui en découle serait que sachant que la MT1-MMP induit
I’expression de COX-2 en réponse a la ConA et que STAT3 activé est un facteur de
transcription de COX-2, il existerait possiblement une voie MT1-MMP/STAT3/COX-2 chez
les MSC de souris.

2.2 Objectifs de recherche

L’angiogenése est essentielle pour le développement de plusieurs types de cancers et le réle
crucial qu’occupe I’inflammation dans ce processus a été clairement établi. La formation de
nouveaux vaisseaux implique plusieurs fonctions physiologiques telles que la survie, la
prolifération, la migration et la tubulogénése. Cela nécessite STAT3, qui relie I’inflammation
au cancer et qui peut étre stimulée par IL6, une cytokine pro-inflammatoire pléiotropique clef
dans ’angiogenése. Bien que plusieurs recherches aient démontré ’activité anti-inflammatoire
et anti-angiogénique de nombreux polyphénols d’origine alimentaire, trés peu ont montré une

activité inhibitrice de I’angiogenése modulée par P’inflammation par leur effet sur la voie
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IL6/JAK/STATS3. Nos objectifs sont donc en premier lieu de mettre en lumiére 1’effet de cing
polyphénols; la lutéoline, 1’apigénine, ’EGCG, la delphinidine et 1’acide éllagique au niveau

cellulaire sur certaines étapes du processus angiogénique et au niveau moléculaire en observant

1. L’expression et 1’activation des différentes composantes de la signalisation
IL6/JAK/STAT3
2. La prolifération et la migration des cellules HUVEC’s

3. La formation de structures de type capillaire sur un gel de Matrigel

Outre leur recrutement & plusieurs sites inflammatoires de plusieurs cancers, les MSC sont
impliquées dans plusieurs des traits distinctifs reliés aux cancers. En produisant des cytokines,
chemiokines ou autres facteurs, tel que I’'IL6 et COX-2, les MSC contribuent a I’inflammation
pro-tumorale sous-jacente aux fonctions physiologiques, incluant la résistance 4 la mort
programmée, 1’évasion anti-tumorale, 1’angiogenése, I’invasion tissulaire et la métastase. La
MT1-MMP, par ses domaines extracellulaires et intracellulaires, contrble plusieurs de ces
fonctions. Son domaine cytoplasmique a été associé a différentes voies impliquées dans
I’angiogenése et la migration. Une étude récente a mis en évidence une signalisation MT1-
MMP/IKK/NF-kB/COX-2 contribuant & un phénotype inflammatoire en réponse a la lectine
ConA (Sina et al., 2010). Cependant, en connaissant le role de premier plan de la voie

JAK/STAT3 dans I’inflammation, le but du deuxiéme volet de notre recherche a été de

vérifier :

L’activation de la voie JAK/STAT3 en réponse a la lectine ConA
L’implication de la MT1-MMP dans ’activation de pSTAT3
La modulation de I’expression de COX-2 par I’activation de la MT1-MMP

A woN =

La contribution de STAT3 dans 1’expression de COX-2 suite a I’activation de la

MT1-MMP
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ABSTRACT

Several epidemiological studies have indicated that abundant consumption of foods from
plant origin is associated with a reduced risk of developing several types of cancers. This
chemopreventive effect is related to the high content of these foods in phytochemicals, such as
polyphenols, that interfere with several processes involved in cancer progression including
tumor cell growth, survival and angiogenesis. In addition to the low intake of plant-based
foods, increased body mass and physical inactivity have recently emerged as other important
lifestyle factors influencing cancer risk, leading to the generation of low-grade chronic
inflammatory conditions which are a key process involved in tumor progression. The objectives
of the current study are to investigate the inhibitory effects of these polyphenols on
angiogenesis triggered by an inflammatory cytokine (IL-6) and to determine the mechanisms
underlying this action. We found that, among the tested polyphenols, apigenin and luteolin
were the most potent angiogenesis inhibitors through their inhibitory effect on the
inflammatory cytokine IL-6/STAT3 pathway. These effects resulted in modulation of the
activation of extracellular signal-regulated kinase-1/2 signalling triggered by IL-6, as well as in
a marked reduction in the proliferation, migration and morphogenic differentiation of
endothelial cells. Interestingly, these polyphenols also modulated the expression of IL-6 signal
transducing receptor (IL-6Ra) and the secretion of the extracellular matrix degrading enzyme
MMP-2 as well as the expression of suppressor of cytokine signalling (SOCS3) protein.
Overall, these results may provide important new information on the role of diet in cancer

prevention.
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INTRODUCTION

Various lifestyle factors, such as tobacco use, consumption of alcohol, exposure to
environmental pollution and radiation, a high-calorie diet, obesity, physical inactivity,
microbial and viral infections, can cause chronic inflammation and lead to increased risk of
cancer [1]. The link between inflammation and cancer has recently been proposed to be the
seventh hallmark of cancer [2], supported by epidemiological and experimental data [3] and by
anti-inflammatory therapies that show efficacy in cancer prevention and treatment [4]. Recent
efforts have shed new light on the molecular and cellular events linking inflammation and
cancer [5]. Chronic inflammation has been linked to a series of steps involved in tumorigenesis,
including cellular transformation, promotion, survival, proliferation, invasion, angiogenesis,

and metastasis [6].

The formation of a tumor-associated vasculature, a process called tumor angiogenesis, is a
critical key step by which tumor cells stimulate the formation of a new blood vessel network
that sustains the development of cancer by providing oxygen and nutrients to tumor cells [7].
This neovascularization occurs through a series of steps, including stimulation of endothelial
cells (ECs) by autocrine and/or paracrine growth factors, proteolytic degradation of the
basement membrane and surrounding extracellular matrix, EC migration and proliferation, and
structural reorganization into a three-dimensionally tubular structure [8]. Angiogenesis is one
of the molecular events bridging the gap between chronic inflammation and cancer growth and
expansion [9]. This concept was reinforced by evidence that inhibition of inflammation by the
use of non-steroidal anti-inflammatory drugs prevented angiogenesis [10]. Recent studies have

reported that the inflammatory cells infiltrating the tumor, which seem to be part of a normal
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response to tissue remodeling, besides being a defense mechanism, can also excite and recruit
ECs to stimulate angiogenesis, tumor progression and metastasis, and maintain tumor-

promoting inflammation [11].

Interleukin-6 (IL-6) is a multifunctional cytokine that controls many biological processes
such as inflammation, differentiation of immune cells, and hepatic regeneration in response to
diverse stimuli [12]. IL-6 also plays a crucial role in angiogenesis since it has been
demonstrated that in vivo expression of IL-6 accompanies vascularization during wound
healing, psoriasis and tumor growth [13]. Its biological activity is mediated through its binding
to the membrane-bound glycoprotein IL-6 receptor chain (gp80), which is present on several
target cells, including ECs. This leads to dimerization of the ubiquitously expressed gp130 and
to the activation of several intracellular signal transduction events, including Janus-activated
kinase (JAK)/signal transducers and activators of transcription (STAT) signalling cascade [14].
Several studies have demonstrated the role of STAT3 as a mediator and biomarker in
endothelial activation that regulates many aspects of angiogenesis [15]. For instance,
constitutively activated STAT3 has been reported to up-regulate the expression of one of the
most important mediators of neovascularization, vascular endothelial growth factor (VEGF),
and thereby induces tumor angiogenesis [16]. The identification of molecules that interfere
with IL-6 signalling at the EC level may thus be of considerable importance for the

development of novel chemopreventive and chemotherapeutic approaches.
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Epidemiological studies suggested that abundant consumption of foods from plant origin
could decrease the incidence of many cancers [17], a chemopreventive effect that is related to
the high content in these foods of several phytochemicals with potent anticancer properties
[18]. Among them, polyphenols found in fruits, vegetables, tea, cocoa and wine have received
considerable attention in recent years [19]. Following ingestion, these molecules are
bioavailable to a variety of tissues [20, 21], and may thus exert their biological effects [18]. The
beneficial health effects of these compounds have been attributed, in part, to their antioxidant
properties, but there is now convincing evidence that these molecules also inhibit key processes
associated with inflammation, tumor growth and angiogenesis [22]. Here, we attempted to
determine whether angiogenesis induced by IL-6 is affected by polyphenols in human ECs, and
to characterize the mechanisms involved. Five polyphenols were evaluated: delphinidin (an
anthocyanidin from berries), epigallocatechin gallate (a catechin from green tea), ellagic acid (a
phenolic acid from raspberries), apigenin and luteolin (flavones from parsley and celery). The
rationale underlying the selection of these polyphenols was dictated by their known
antiangiogenic activities [22]. Here, we report for the first time that some of these polyphenols

inhibit angiogenesis by modulating the IL-6 signalling pathways in ECs.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Cell culture media were obtained from Life Technologies (Burlington, ON) and serum was
purchased from HyClone Laboratories (Logan, UT). Matrigel basement membrane matrix was
obtained from Becton Dickinson Labware (Bedford, MA). Apigenin, delphinidin, ellagic acid
and luteolin were purchased from Extrasynthese (Lyon, France). Human recombinant IL-6 was
obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN). Electrophoresis reagents were purchased
from Bio-Rad (Mississauga, ON). The MEK kinase inhibitor PD98059 and the JAK family
tyrosine kinase inhibitor AG490 were from Calbiochem (La Jolla, ON). The anti-phospho-
gp130 (Ser 782)-R and anti-ERK-1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1 and 2) (K-23)
polyclonal antibodies were from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Antibodies for
JAKI1 (6G4), JAK2 (D2E12), STAT3 (79D7), SOCS3 (L210) and anti-phospho-p44/42
mitogen-activated protein kinase (MAPK), anti-phospho-JAK 1 (Tyr 1002/1023), anti-phospho-
JAK2 (Tyr 1007/1008) and anti-phospho-STAT3 (Tyr ") polyclonal antibodies were from
Cell Signalling Technology (Beverly, MA). Monoclonal anti-glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) antibody was from Advanced Immunochemical (Long Beach, CA).
Anti-mouse and anti-rabbit horseradish peroxidase-linked secondary antibodies were purchased
from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA) and enhanced
chemiluminescence (ECL) reagents were from PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA).
Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). All other

reagents were from Sigma-Aldrich (Oakville, ON).
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Cell culture

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and human dermal microvascular
endothelial cells (HMVECs-d-Ad) were purchased from Clonetics (San Diego, CA). Cells were
maintained in EC basal medium-2 (EBM-2; Lonza, Walkersville, MD) supplemented with 2%
fetal bovine serum (FBS) for HUVECs and 5% FBS for HMVECs and with EGM-2 growth
factor mixture (Lonza). Cells used in this study were restricted to use between passage 3 and 6.
They were cultured at 37°C under a humidified 95%—5% (v/v) mixture of air and CO,. Cells

were treated with vehicle or with polyphenols and stimulated with IL-6.
Migration assays

Transwells (8-um pore size; Costar) were precoated with 0.15% gelatin in phosphate
buffered saline (PBS) by adding 600/100 pL in the lower/upper chambers followed by
overnight incubation at 4°C. The Transwells were then washed with PBS and assembled into
24-well plates. The upper chamber of each Transwell was filled with 50 uL of cells (10°
cells/mL) and HU.VECs were allowed to adhere for 30 min. The monolayers were then treated
for 2 h by adding 50 puL of 2-fold concentrated polyphenol solution prepared in serum-free
medium into the upper chamber and 600 pL of the compound solution (1x) into the lower
chamber. After 2 h, cell migration was initiated by adding 50 ng/mL IL-6 to the lower chamber.
The plate was placed at 37°C in 5%C0,/95% air for another 18 h. Cells that had migrated to
the lower surface of the filters were fixed and stained, and migrations were then quantified as

described previously [23].
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Cell proliferation assay

Cell proliferation was determined by [*H]-thymidine incorporation assay. HUVECs were
plated in 96-well plates at 10,000 cells/well in 200 pL. complete medium and incubated at 37°C
under a humidified atmosphere containing 5% CO, for 24 h. Cells were rendered quiescent by
incubation for 18 h in EBM-2 containing 2% FBS. Then cells were incubated with serum-free
medium containing (or lacking) IL-6 (50 ng/mL) or polyphenols for 48 h. During the last 4 h of
the incubation, [*H]-thymidine (PerkinElmer, Boston, MA) was added at 0.5 uCi/well at 37°C
in 5% CO0/95% air. Afterwards, cells were washed two times with PBS (37°C), fixed in
EtOH/acetic acid (3:1) for 5-10 min and air dried. Incorporated [*H]-thymidine was extracted in

Microscint™-O cocktail and measured in a TopCount microplate scintillation counter.
Cytotoxicity assays measuring LDH release

To assess the effect of polyphenols on cell viability, the presence of lactate dehydrogenase
(LDH) (released by damage to the plasma membrane) was analyzed in the culture medium of
HUVECs. Triplicate samples from the cell medium were taken after culture of the cells
maintained in various concentrations of polyphenols in the presence or absence of IL-6 (50
ng/mL) for 48 h. LDH activity was measured at 30°C by a continuous optical test based on the
extinction change of pyridine nucleotide at 340 nm as described by the manufacturer’s

instructions (Promega).
Western blot analysis

After treatment with polyphenols or synthetic inhibitors (PD98059 or AG490) for 18 h in

1% FBS, HUVECs or HMVECs were starved 30 min in EBM-2 before their stimulation with
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IL-6 (100 ng/mL, 10 min). Following this, cells were washed once with ice-cold PBS
containing 1 mM each of NaF and Na;VQ, and were incubated in the same medium for 30 min
at 4°C. The cells were solubilized on ice in lysis buffer [150 mM NaCl, 10 mM Tris—HClI,
pH7.4, 1 mM EDTA, 1 mM ethyleneglycol-O, O’-bis(2-aminoethyl)-N, N, N°, N’-tetraacetic
acid (EGTA), 0.5% (vol/vol) Nonidet P-40 and 1% (vol/vol) Triton X-100] and the resulting
lysates (25 pg protein) were solubilized in Laemmli sample buffer {125 mM Tris-HCI (pH 6.8),
20% glycerol, 4% SDS, 10% B-mercaptoethanol, and 0.00125% bromophenol blue], boiled for
4 min, and separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). After electrophoresis, proteins were transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes which were then blockedhlovemight at 4°C with 5% nonfat dry milk in Tris-
buffered saline/Tween 20 (TBS-T; 147 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, and 0.1% Tween
20). Membranes were further washed in TBS-T and incubated with the primary antibody in
TBS-T containing 3% bovine serum albumin (BSA), followed by a 1 h incubation with HRP-
conjugated anti-mouse antibodies in TBS-T containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive

material was visualized with an ECL detection system.
Gelatin zymography

To assess the level of the extracellular matrix degrading enzyme MMP-2 (proMMP-2)
activity, quiescent HUVECs were serum-starved for 18 h in the presence or absence of IL-6
(100 ng/mL) or polyphenols (20 uM). The conditioned media were then collected and clarified
by centrifugation. An aliquot (30 uL) of the culture medium was subjected to SDS-PAGE in a
gel containing 1 mg/mL gelatin. The gels were then incubated in 2.5% Triton X-100 and rinsed
in nanopure distilled H,O. The gels were further incubated at 37°C for 20 h in 200 mM NaCl/5

mM CaCly/ 0.02% Brij-35/ 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.6), then stained with 0.1%
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Coomassie Brilliant Blue R-250, followed by destaining in 10% acetic acid/30% methanol.

Gelatinolytic activity was detected as unstained bands on a blue background.
Total RNA isolation and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

HUVECs were plated onto 55-cm” Petri dishes and exposed to EBM-2 medium with or
without IL-6 (100 ng/mL) or polyphenols (20 pM). After 18-h treatment, total RNA was
extracted from HUVECs using TRIzol reagent from Invitrogen (Burlington, ON) using
standard procedures. RT-PCR reactions were performed using SuperScript™ One-Step RT-
PCR from Invitrogen. The upstream and downstream primers used were as follows: for IL-6R:
5'-GCT CCT CTG CAT TGC CAT TG-3' and 5'-GCA TCT GGT CGG TTG TGG CT-3'
(expected product 216 bp); for gp130: 5'-CTG TAT CAC AGA CTG GCA ACA AG-3' and
5'-GCA TTT GCT CTC TGC TAA GTT CC-3' (expected product 79 bp); and for GAPDH: 5'-
CCATCACCATCTTCCAGGAG-3' and 5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3' (expected
product 540 bp). RT-PCR conditions were optimized so that the gene products were obtained
during the exponential phase of the amplification. Gene product amplification was performed
for 35 cycles of PCR for GAPDH or 40 cycles of PCR for IL-6R or gp130 (94°C for 15 s, 55°C
for 30 s, 70°C for 45 s) and amplification products were fractionated on 2% (w/v) agarose gels

and visualized by ethidium bromide.
Endothelial cell tube formation assays

HUVECs were embedded within fibrin gels at a concentration of 10° cells/ml using the
fibrin gel in vitro angiogenesis assay kit (Millipore, Temecula, CA). In brief, 30 pL of
fibrinogen solution was dispensed into each well of a 96-well plate and 20 pL of thrombin

solution was added to the fibrinogen. This was allowed to solidify for 60 min at 37°C. Once
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solid, the wells were incubated for 30 min with 100 pL of cells (10,000 cells/well) in EBM-2
special medium (serum-free basal medium containing bovine serum albumin (BSA, 0.5%) and
EGM-2 (0.5%)). After adhesion of the cells, HUVECs were then pretreated with IL-6 (250
ng/mL) in the presence or absence of polyphenols (20 uM) for 18 h at 37°C. The same
procedure was used to generate a second fibrin gel overlying the apical surface of the cells.
This fibrin gel was allowed to polymerize for 10 min at 37°C following which 100 pL of fresh
EBM-2 special medium, supplemented with IL-6 and containing (or lacking) polyphenols, were
added to each well. After 24 h, the cultures were photographed (100 X) using a Retiga 1300

camera and a Zeiss Axiovert S100 microscope.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using 1-way ANOVA with a post hoc Dunnett’s test.

Differences with P < 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Polyphenols inhibit IL-6-induced EC migration

Migration of ECs represents a critical step in angiogenesis, allowing cells to disseminate
from pre-existing vessels and to form new vessels. To better understand the inhibitory action of
polyphenols on the induction of in vitro angiogenesis, we first examined their effect on the
chemotactic motility of HUVECS in the presence of the most common inflammatory cytokine,
IL-6. Cells were allowed to adhere to gelatin-coated Transwells, were incubated with various
concentrations of polyphenols and, after 2 h, 1L-6 was added to the lower chamber as a
chemoattractant. We studied the effect of polyphenols on cell migration only after IL-6
stimulation since, under control conditions, HUVEC apoptosis is induced by deprivation of
growth factors [24, 25] whereas IL-6 has cytoprotective effects on HUVECs [26]. As shown in
Fig. 1A, IL-6 stimulated cell migration; maximum activation was reached with ~50 ng/mL IL-
6. The increase in cell migration was completely inhibited by four polyphenols: EGCG, Dp,
Api and Lut (Fig. 1B). Each potent inhibitory polyphénol caused a dose-dependent inhibition of
cell migration in the presence of IL-6 with a half-maximal inhibition (ICs) of 16.8 pM for
EGCG (Fig. 1C), 14.4 uM for Dp (Fig. D), 8.2 uM for Api (Fig. 1E) and 3.6 uM for Lut (Fig.

1F).
Polyphenols inhibit IL-6-induced EC proliferation

The proliferation of vascular ECs is another important event during angiogenesis [7]. In
order to investigate whether polyphenols were able to inhibit EC proliferation in the presence

of IL-6, [*H]-thymidine incorporation was measured into HUVECs. As shown in Fig. 2A, 50
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ng/mL IL-6 is sufficient to stimulate the synthesis of DNA in HUVECs. Our results revealed
that all the polyphenols potently inhibited [*H]-thymidine incorporation in the presence of IL-6
(Fig. 2B) with the notable exception of EA, which was much less potent. In the presence of
Lut, EGCG, Api and Dp, the EC IL-6 dependent proliferation was significantly reduced, in a
concentration-dependent manner with ICsq values of 9.9 uM (Fig. 2C), 7.5 uM (Fig. 2D), 7.2
uM (Fig. 2E), and 3.0 M (Fig. 2F), respectively. To clarify whether the observed reduction in
proliferation of HUVECs resulted from increased cell death at higher concentrations, we
studied the effects of polyphenols on cell viability. The release of LDH in the culture media of
HUVECs was analyzed in the presence of 50 ng/mL IL-6. Fig. 2G shows that HUVECs were
significantly more sensitive to the cytotoxic effects of EGCG (10 pM, 81% cell survival; 20
uM, 55% cell survival), EA (10 uM, 86% cell survival; 20 pM, 65% cell survival) and Dp (20
uM, 74% cell survival) compared to the control cells after 48 h of treatment. Therefore, these
results could partially explain the inhibitory effects of EGCG, EA and Dp on cell proliferation
at 20-25 uM. Nevertheless, Api and Lut did not induce significant cell death, confirming the
specific antiangiogenic effects of these compounds on cell proliferation. Overall, the IL-6

induced growth of HUVECs was strongly inhibited by polyphenols.
Polyphenols inhibit IL-6-induced JAK/STAT3 and MAPK signalling pathways

To further investigate the cellular mechanisms involved in the inhibition of migration and
growth by polyphenols, we next explored the potential involvement of two major signalling
pathways: the JAK/STAT3 pathway and the MAPK pathway, both being involved in IL-6
mediated functions in several cell types [12]. Quiescent HUVECs were incubated for 18 h in
EBM-2 medium containing 1% FBS in the presence or absence of polyphenols (20 uM). The

medium was then replaced with fresh, serum-free medium without polyphenols for 30 min and
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the cells were stimulated with IL-6 for 10 min. Protein expression and phosphorylation of the
downstream signalling pathways targeted by polyphenol treatment were assessed by
immunoblotting using specific antibodies. As shown in Fig. 3A, IL-6 caused a marked increase
in the tyrosine phosphorylation state of STAT3 in untreated HUVECs, maximal activation
being reached at 100 ng/mL. Moreover, this stimulation was rapid, being observed after as little
as 5 min (Fig. 3B). Under these experimental conditions, Fig. 3C shows that polyphenols
affected the relative levels of phosphorylation of JAK/STAT3 and MAP kinase, as determined
by the ratio of unphosphorylated and phosphorylated proteins. We observed that Api and Lut
were the most potent inhibitors; the phosphorylation of JAK1, as well as of JAK2 and STAT3,
was significantly decreased. The phosphorylation of STAT3 was also inhibited by AG490, a
specific JAK2 inhibitor, confirming that these effects are mediated through JAK/STAT
pathway (Fig. 3D). Interestingly, these polyphenols activated the phosphorylation of ERK in
the presence of IL-6 (2.1 X-fold for Api and 1.4 X-fold for Lut), whereas Dp, EGCG and EA
diminished this event by ~51%, ~32% and ~44%, respectively. Pretreatment of ECs with an
inhibitor of MEK (the direct upstream regulator for ERK-MAPK, PD98059), showed similar
result to that obtained with Api and Lut on the phosphorylation of STAT3 (Fig. 3D), indicating
that ERK pathway was also involved. In order to strengthen these results, we next used another
EC model, HMVECs. As shown in Fig. 3E, Api and Lut are also capable of inhibiting
completely STAT3 phosphorylation and stimulated ERK phosphorylation (1.7 X-fold for Api
and 1.5 X-fold for Lut). Overall, these results suggest that the effects of these polyphenols
toward the proliferation and the migration of ECs are indeed regulated through IL-

6/STAT3/ERK signalling pathways.
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Apigenin and luteolin affect STAT3 gene targets

STAT3, a member of the JAK-STAT signalling pathway, is a signal transducer and
activator of transcription. Upon activation, STAT3 is phosphorylated at tyrosine residues by
activated JAK Kkinases in receptor complexes, leading to its dimerization, nuclear translocation,
and activation of the transcription of genes with STAT3 recognition sites in their promoters
[27]. Since STAT3 modulates the transcription of a variety of genes involved in the regulation
of angiogenesis, tumor invasion and metastasis such as MMPs [27, 28], we used gelatin
zymography of the conditioned media of serum-starved HUVECs to assess whether the most
potent inhibitors, Api and Lut, could affect pro-MMP-2 secretion. Fig. 4A shows that these two
polyphenols effectively downregulated IL-6-induced proMMP-2 levels by ~60% and ~93%,
respectively. We next investigated the effects of these polyphenols on another STAT-3
transcriptional target, the SOCS3 protein, a key negative regulator of IL-6 signalling pathways
[29]. SOCS3 proteins are present in cells at very low levels but are rapidly transcribed after
exposure of cells to cytokines. They act in a negative feedback loop to inhibit JAK activation.
Since JAK/STAT3 signalling pathways are also inhibited by Api and Lut, we explored the
hypothesis that SOCS3 mediates the inhibitory effects of these polyphenols on EC signalling.
As shown in Fig. 4B, minimal SOCS3 induction by IL-6 (1.3 X-fold) was observed compared
to untreated cells. However, Lut potently induced SOCS3 expression (3.9 X-fold) though this

increase was not be observed following Api treatment.

Apigenin and luteolin reduce IL-6 receptor gene expression

To further investigate the mechanisms involved in the inhibitory actions of Api and Lut on

the IL-6 signalling pathway, we next examined whether these polyphenols affected IL-6
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receptor gene expression. RT-PCR analysis revealed that the IL-6-mediated increase of IL-6Ra
mRNA was reduced by Api and Lut (Fig. 5). Moreover, these polyphenols also attenuated the

basal levels of the receptor. However, gene expression of the gp130 receptor was not affected.
Apigenin and luteolin inhibit IL-6-induced tube formation in 3D fibrin gels

In order to verify that Api and Lut could inhibit angiogenesis in vitro, we further
investigated the antiangiog’enic effects of these polyphenols on vessel formation in a 3D EC
model, és previously described [23]. When IL-6 was added to HUVECs embedded in 3D fibrin
gels, IL-6 led to the formation of elongated tube-like structures with lumina and invasive
sprouts, compared to the control cells (Fig. 6, top panel). Using this model, we observed that
Api and Lut potently inhibited IL-6-induced capillary-like structure formation by HUVECs
(Fig. 6, bottom panel), confirming the specific antiangiogenic effects of these polyphenols on

IL-6-induced angiogenesis.
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DISCUSSION

A close association between inflammation and angiogenesis has recently been established
and these processes are now recognized to play interdependent roles in orchestrating tumor
development and growth [9, 10]. Although great advances have been made in understanding
the functions of VEGF in promoting tumor angiogenesis, the issue as to whether growth factors
and cytokines play a significant role in the VEGF regulation of angiogenic processes remains
incompletely understood. Accumulating evidence suggests that IL-1P, IL-6, transforming
growth factor-B, and platelet-derived growth factor (PDGF)-B can participate in VEGF-
mediated angiogenesis via diverse signalling pathways in human cancers [30, 31]. The role of
IL-6 in angiogenesis is supported by a recent report showing that a peptide specifically binding
to the IL-6R can inhibit vessel formation and tumor growth in severe combined
immunodeficient mice [32]. In addition, multiple lines of evidence indicate that IL-6 is an

important prognostic factor in angiogenic pathological disorders and cancer [33].

Several reports, published during recent years, have highlighted the beneficial effects of
phenolic compounds from various dietary sources for the prevention of chronic disorders such
as cancer [18, 34]. Polyphenols have a wide range of biological activities and can influence
many signalling pathways vital to cellular functions, including anti-inflammatory,
antiangiogenic and antitumor mechanisms [6, 19, 22]. Here, our study highlights the
antiangiogenic effects of polyphenols against angiogenesis induced by the pro-inflammatory
cytokine IL-6. Among the polyphenols tested, Api and Lut seem to be the most potent
inhibitors of IL-6 actions. We showed that Api and Lut reduced IL-6Ra gene expression and

that this effect was associated with an impairment of the downstream signalling events




71

triggered by this receptor, such as phosphorylation of the JAK/STAT3 and MAPK signalling
pathways. Importantly, the inhibition of these IL-6-dependent events by both flavones was
correlated with a marked reduction in the migratory and proliferation properties of HUVECs,
two crucial events involved in the recruitment of these cells to neovessels. Indeed, the
inhibitory effects of these flavones resulted in inhibition of the morphogenic differentiation of
HUVECs into capillary-like structures in response to IL-6, confirming the specific
antiangiogenic effects of Api and Lut on IL-6-induced angiogenesis. The fact that Dp and
EGCG also affected two angiogenic steps, migration and proliferation, could be partly
explained by their effect on IL-6/MAPK pathway and their potential antiangiogenic activities
against VEGF and PDGF receptor phosphorylation, leading to suppression of angiogenesis [23,

35, 36].

IL-6 transcription factor STAT3 is known as an oncogene that is constitutively
phosphorylated in many types of human cancer cell lines or primary tumors [16], implicating
aberrant STAT3 signalling as an important process in malignant progression. STAT3 regulates
cell proliferation and migration, and mediates vascular function [15]. Several natural agents
known to be chemopreventive are quite effective in suppressing STAT3 activation [i7].
Curcumin has been shown to inhibit the activity of proteins implicated in STAT3
phosphorylation such as JAK2 [37] and IL-6 [38]. Resveratrol was found to inhibit IL-6-
induced activation of STAT3 in human multiple myeloma cells [39] and ECs [40]. Lut has
been shown to promote the degradation of STAT-3 in human hepatoma cells [41]. Moreover,
Api and Lut inhibited hypoxia-induced STAT3 tyrosine phosphorylation in lung cancer
squamous cell carcinoma [42]. Our data revealed that these flavones also antagonized the

activation of STAT3 by IL-6 in ECs. However, Dp and EGCG had no effect on IL-6-induced
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phosphorylation of STATS3, unlike the results of other studies which found that Dp and EGCG
downregulated the activation of STAT3 induced by the HGF [43] and EGFR signalling

pathways [44], respectively.

The phosphorylation of STAT3 modulates the transcription of a variety of genes involved in
the regulation of critical cell functions, including differentiation, proliferation, apoptosis,
inflammation, invasion, angiogenesis and metastasis [27]. These include MMPs, which play
key roles in the processes of matrix remodeling, migration and EC sprouting during
angiogenesis [45]. IL-6 can induce the expression and secretion of MMPs such as MMP-2 and
MMP-9 in normal and tumor cells [46]. Consistent with these results, we detected an
upregulation of pro-MMP-2 in ECs promoted by IL-6. Api and Lut inhibited this secretion,
probably via inhibition of the phosphorylation state of STAT3 thus preventing its interaction
with the MMP-2 promoter [28]. SOCS3, another target gene regulated by STAT3, is a key
negative regulator of IL-6 signal transduction, particularly of the JAK/STAT signalling
pathway [29]. Mechanisms by which SOCS3 regulates IL-6 signalling have been proposed;
SOCS3 binds to the cytokine receptor through its SH2 domain and, to a lesser extent, to JAK
kinases. This association allows it to interact with and inhibit the receptor-bound JAKs [29].
Reduced expression of SOCS3 has been observed in several human cancers and is associated
with constitutive STAT3 activation, which contributes to tumor angiogenesis [15, 16]. Our
results showed an overexpression of SOCS3 induced by Lut, compared to cells treated with
Api. These results are consistent with a previous report indicating that EGCG inhibited
SOCS1-regulated cell signalling [47]. It is noteworthy that Api and Lut differ at a hydroxyl
group in the 3'-position of the B ring [48], which might account for their different actions

shown here.
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Further exploration of the mechanisms of action of Api and Lut indicated a downregulation
of pJAKs and pSTAT3 levels as well as an upregulation of pERK levels, suggesting possible
cross talk between signalling pathways. Interestingly, Api was also found to sustain the
activation of ERK induced by epidermal growth factor stimulation in PC12 cells [49]. Several
lines of evidence support a role for ERKs in both positive and negative effects on JAK/STAT
signalling in several systems [50-52], where an inhibition of STAT3 activation by agents
correlated with the phosphorylation of ERK. However, the molecular basis for the interaction
of ERK and the JAK/STAT pathways still remains largely unknown. Some studies report that
the mechanisms underlying inhibition of STAT3 activities include not only tyrosine but also
serine phosphorylation of STAT3 [53, 54]. It is possible that the overexpression of ERK
activation affected the homodimer formation of STAT3 and its DNA binding [54] through

27y of STAT3, which is a good consensus for

serine phosphorylation at the C-terminal site (S
MAPK [55]. Further studies would be necessary to identify and characterize the

serine/threonine kinases activated by 1L-6 that are responsible for the serine phosphorylation of

STATS3 in ECs.

In conclusion, our study showed that Api and Lut, upon stimulation by the pro-
inflammatory cytokine IL-6, efficiently inhibited migration, proliferation and tubulogenesis of
HUVECs, an inhibitory effect that was mediated through the JAK/STAT3 and MAPK
signalling pathways. The results reported here provide new information regarding the
inhibitory effects of polyphenols against angiogenesis and highlight the potency of dietary-

derived polyphenols as practical chemopreventive agents.
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LEGENDS FOR FIGURES

Fig. 1 - Effects of polyphenols on IL-6-induced migration of HUVECs. (A) HUVECs were
stimulated for 18 h with various concentrations (0, 10, 50, 125 or 250 ng/mL) of IL-6. (B) Cells
were pretreated for 2 h with 25 pM of indicated polyphenols or with various concentrations of
EGCG (C), Dp (D), Api (E) or Lut (F) before stimulation with IL-6 (50 ng/mL). After 20 h
incubation with IL-6, migration was quantified by counting the cells that crossed the membrane
to the lower side of the filter with optical microscopy at x50 magnification. The number of
cells which migrated was compared to that observed with IL-6-treated cells. Values are means
of three independent experiments (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 versus IL-6 alone);

bars, £SEM.

Fig. 2 - Effects of polyphenols on IL-6-induced proliferation of HUVECs. (A) HUVECs
were seeded into wells of a 96-well plate. After 24 h, cells were rendered quiescent by
incubation for 18 h in low serum and then incubated with serum-free medium containing
various concentrations (0, 10, 25, 50, 100 or 250 ng/mL) of IL-6 or indicated polyphenols (25
pM) (B) or different concentrations of Lut (C), EGCG (D), Api (E) or Dp (F) in the presence of
IL-6 (50 ng/mL) for 48 h. During the last 4 h of the incubation, 0.5 pCi/well [*H]-thymidine
was added to cells. The incorporated [*H]-thymidine was extracted in Microscint™-O cocktail
and measured in a TopCount microplate scintillation counter. (G) Cellular toxicity was

estimated by analyzing the content of LDH in the culture medium of each well as described in
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the Methods section. Values are means of three independent experiments (*p < 0.05; **p <

0.01; ***p < 0.001 versus IL-6 alone); bars, £SEM.

Fig. 3 - Effects of polyphenols on IL-6 downstream signalling events in ECs. Quiescent
HUVECs (A-D) or HMVECs (E) were incubated in 1% FBS containing (or lacking) 20 pM of
indicated polyphenols or 10 uM of synthetic inhibitors (PD98059 or AG490) for 18 h. The
medium was then replaced with serum-free medium in the presence or absence of various
concentrations (10, 25, 50, 100 or 250 ng/mL) of IL-6 for 10 min (A) or 100 ng/mL IL-6 for
different times of incubation (5, 10, 15 or 30 min) (B) or 100 ng/mL IL-6 for 10 min (C-E).
After cell treatments, the extent of the phosphorylated forms of JAK1, JAK2, STAT3, ERK,
along with their total protein level were monitored by immunoblotting using specific

antibodies. Data are representative of three independent experiments.

Fig. 4 - Effects of apigenin and luteolin on STAT3 gene targets. (A) HUVECs were serum-
starved and conditioned media isolated from control or IL-6-treated cells in the presence or
absence of Api or Lut at 20 uM. Zymography was performed by SDS-PAGE in gels containing
gelatin, as described in the Methods section. Quantification of the extent of gelatin hydrolysis
was performed by densitometry. Values are means of two independent experiments (**p <
0.01; ***p < 0.001 versus IL-6 alone); bars, £SEM. (B) Western blot analysis of SOCS3
expression in HUVEC:s treated (or not) with Api or Lut at 20 uM for 18 h before stimulation
with IL-6 (100 ng/mL) for 10 min. Total GAPDH was used for normalization. Data are

representative of three independent experiments.
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Fig. 5 - Effects of apigenin and luteolin on IL-6 receptor gene expression. Total RNA was
extracted from HUVECs and semi-quantitative RT-PCR performed as described in the
Methods section. cDNA amplicons were resolved on an agarose gel in order to confirm single

amplification products.

Fig. 6 - Effects of apigenin and luteolin on IL-6-induced tube formation of HUVECs in 3D
ﬁb;-in gels. HUVECs were cultured within fibrin gels in medium containing (or lacking) Api or
Lut at 20 uM and stimulated with IL-6 (250 ng/mL) as described in the Methods section. After
24 h, cells were photographed (x100). The pictures shown are representative of three

independent experiments.
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ABSTRACT

Pharmacological targeting of inflammation through STAT3 and NFkB signalling
pathways is associated with cyclooxygenase (COX)-2 inhibition and believed to play a crucial
role in prevention and therapy of cancer. Recently, bone marrow-derived mesenchymal stem
cell (MSC) chemotaxis and cell survival were shown to be regulated, in part, by the membrane
type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP), an MMP not only involved in MSC migration,
but also in transducing NFkB intracellular signalling pathways regulating COX-2 expression.
Whether STAT3 regulation by MT 1-MMP also contributes to the expression balance of COX-2
in MSC is currently unknown. In this study, we show that STAT3 phosphorylation was
triggered in MSC treated with the MT1-MMP inducer lectin Concanavalin-A (ConA), and that
this phosphorylation was abrogated by the JAK2 inhibitor AG490. MT-MMP gene silencing
significantly inhibited STAT3 phosphorylation and this was correlated with reduced proMMP-
2 activation and COX-2 expression. On the other hand, STAT3 gene silencing rather
potentiated ConA-induced COX-2 expression. Collectively, we provide evidence for a new
MT1-MMP/JAK/STATS3 signalling axis that may, in part, explain how MT1-MMP contributes
to proinflammatory intracellular signalling. We also postulate that a balance between
JAK/STAT and IKK/IKB/NFkB signalling pathways exists in COX-2 regulation. Given that
MSC are avidly recruited within inflammatory microenvironment and experimental
vascularizing tumors, these mechanistic observations support a possible dual control of cell
adaptation by MT1-MMP that may enable MSC to be active participants within inflamed

tissues.
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INTRODUCTION

Mesenchymal stromal cells (MSC), most commonly isolated from the bone marrow,
are a population of pluripotent adult stem cells that can differentiate into many mesenchymal
phenotypes [1, 2]. In fact, recruitment of MSC by experimental vascularizing tumours resulted
in the incorporation of MSC within the tumor architecture [3, 4] which, combined to intrinsic
immunomodulatory mechanisms, implies that they must also respond to inflammation- and
tumour-derived growth factor cues [5, 6]. Chronic inflammation has been found to mediate a
wide variety of diseases including neoplasms [7]. Among the gene products involved in the
induction of the inflammatory process, cyclooxygenase (COX)-2 has been shown to have a
close relationship with tumorigenesis [8]. Our understanding of the oncogenic adaptation of
MSC within an inflammatory microenvironment however lacks the identification of molecular

contributors and characterization of inflammation-mediated signalling pathways.

While most of the matrix metalloproteinases (MMP) are secreted, MT1-MMP is a
membrane-associated MMP regulated by hypoxia [9] and, aside from its well-known role in the
activation of proMMP-2 and intrinsic proteolytic activity towards extracellular matrix (ECM)
molecules, drives MSC mobilization [10, 11]. More importantly, its cytoplasmic domain was
recently shown to link adaptor protein pl130Cas [12], MTCBP-1 [13], 3BP2 [14], and Src-
mediated events through the phosphorylation of its intracellular domain [15]. In light of such

scaffolds taking place in MT1-MMP cellular signalling, MT1-MMP functions associated with
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platelet-mediated calcium mobilization [16], regulation of cell death/survival bioswitch[17,18],

and regulation of proinflammatory signalling including COX-2 have been reported [19, 20].

In the present study, we used the lectin from Canavalia ensiformis (Concanavalin-A, |
ConA), one of the most abundant lectins known, enables one to mimic biological
lectin/carbohydrate interactions that regulate ECM protein recognition. As such, ConA is well
known to also induce MT1-MMP which correlated to high COX-2 levels in gliomas with

increasing histological grade [21]. Early proinflammatory cellular signalling processes

triggered by ConA in the regulation of COX-2 in gliomas, demonstrated ir vitro an IKK/NFkB-
dependent pathway linking MT1-MMP-mediated intracellular signalling to the induction of
COX-2 [20]. Given that JAK/STAT is also involved in COX-2 regulation, we further evaluated
the possible contribution of MT1-MMP signalling to inflammation adaptation of MSC. Given
MSC contribute to solid tumour development, an inflammatory signalling balance may

ultimately account for some of the therapy resistance phenotype of glioblastoma.
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MATERIALS AND METHODS

Materials. Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were
purchased from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media were obtained from Life
Technologies (Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad
(Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham
Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were
from Pierce (Rockford, IL). The MEK kinase inhibitor PD98059 and the JAK family tyrosine
kinase inhibitor AG490 were from Calbiochem (La Jolla, ON). The anti-ERK-1/2 (extracellular
signal-regulated kinase 1 and 2) (K-23) polyclonal antibody was from Santa Cruz
Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Anti-STAT3 (79D7) and anti-phospho-STAT3 (Tyr 705)
polyclonal antibodies were from Cell Signalling Technology (Beverly, MA). The polyclonal
antibody where purchased from chemicon (Temecula, CA) and generated against the MT1-
MMP catalytic domain. Monoclonal anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) antibody was from Advanced Immunochemical (Long Beach, CA). The polyclonal

antibody against COX-2 was from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).

Cell cultures: This study was approved by the “Comité Institutionnel des Risques
Biologiques” through the delivery of a written certificate (#10-CIRB-53.3.5). Bone marrow-
derived mesenchymal stromal cells (MSC) were isolated from the whole femur and tibia bone
marrow of C57BL/6 female mice; cells were cultured and characterized by flow cytometry as

previously described [25]. Serum starvation is classically performed by culturing the cells in
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high glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; GibcoBRL) and 100 units/ml
Penicillin/Streptomycin, and from which the 10% inactivated fetal bovine serum (iFBS)

(Hyclone Laboratories, Logan, UT) was removed.

Immunoblotting procedures : Cells from MSC were lysed and proteins were separated
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After electrophoresis, proteins were
electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes and immunoreactive material was

visualized by enhanced chemiluminescence as described previously [22].

Total RNA isolation, cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA
was extracted from MSC monolayers using TRIzol reagent (Life Technologies, Gaithersburg,
MD). For ¢cDNA synthesis, 1 ug of total RNA was reverse-transcribed into cDNA using a high
capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). cDNA was
stored at -80°C prior to PCR. Gene expression was quantified by real-time quantitative PCR
using iQ SYBR Green Supermix (BIO-RAD, Hercules, CA). DNA amplification was carried
out using an Icycler iQ5 (BIO-RAD, Hercules, CA) and product detection was performed by
measuring binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. The
following primer sets were provided by QIAGEN (Valencia, CA).: MT1-MMP
(Mm_Mmpl4_1_SG QT01064308), B-Actin (Mm_Actb 2 SG QTO01136772). The relative
quantities of target gene mRNA against an internal control, B-Actin RNA, were measured by
following a ACt method employing an amplification plot (fluorescence signal vs. cycle

number). The difference (ACt) between the mean values in the triplicate samples of target gene
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and those of B-Actin RNA were calculated by iQ5 Optical System Software version 2.0 (BIO-

RAD, Hercules, CA) and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2+ 1.

Transfection method and RNA interference : MSC were transiently transfected with 20
nM siRNA against STAT3 (Mm_Stat3 1 FlexiTube siRNA, SI01435287), MT1-MMP
(Mm_Mmpl4_2 HP siRNA, SI00177800), or scrambled sequences (AllStar Negative Control
siRNA, 1027281) using Lipofectamine 2000 transfection reagent (Invitrogen, CA). Small
interfering RNA and mismatch siRNA were synthesized by QIAGEN and annealed to form

duplexes.

Statistical data analysis : Data are representative of three or more independent
experiments. Statistical significance was assessed using Student’s unpaired -test Probability
values of less than 0.05 were considered significant and an asterisk identifies such significance

in the figures.
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RESULTS

Concanavalin-A triggers STAT3 phosphorylation. In order to first assess whether any
JAK/STAT3 signalling pathway is inducible, MSC were serum-starved and cultured in the
presence of 30 ug/ml Concanavalin-A (ConA) for up to 24 hours. Cells were harvested and
lysates used to evaluate the extent of STAT3 phosphorylation (Fig.1A). We found that ConA
indeed significantly triggered STAT3 phosphorylation reaching a maximal value at 2 hours of
treatment (Fig.1B). When increasing ConA concentrations were tested on MSC (Fig.2A), a
dose-dependent increase in STAT3 phosphorylation was observed and reached a plateau at 30
pg/ml (Fig.2B). Interestingly, treatment with the matrix meﬁlloproteinase catalytic inhibitor
actinonin (zymography not shown; see Sina et al., 2010) in wich its activity was unable to
reverse ConA-induced STAT3 phosphorylation, suggesting that induction of the JAK/STAT

pathway requires some specific intracellular cell surface-mediated signalling (Fig.2A).

STAT3 phosphorylation by Concanavalin-A is controlled through JAK and MAPK
signalling pathways. We next moved on to delineate the potential signalling pathways and
kinases involved in ConA-mediated STAT3 phosphorylation. MSC were serum-starved, pre-
treated for 30 minutes with the JAK family tyrosine kinase inhibitor AG490, the p38/MAPK
inhibitor SB203580, the MEK kinase inhibitors PD98059 and U(0126, and the PI3K inhibitor
LY294002, and then stimulated with ConA for 2 hours. STAT3 phosphorylation (Fig.3A) was
found significantly diminished by AG490 and U0126 pharmacological agents (Fig.3B). This

confirms that JAK and MEK transduce ConA-mediated STAT3 phosphorylation.
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MT1-MMP  gene silencing  abrogates  Concanavalin-A-mediated  STAT3
phosphorylation, proMMP-2 activation and COX-2 expression. Given the crucial intracellular
signalling role that MT1-MMP exerts in ConA-mediated cell surface binding, we next assessed
its possible contribution to STAT3 phosphorylation. MT1-MMP gene silencing was first
validated by qRT-PCR (Fig.4A), and then cells treated with increasing concentrations of ConA
(Fig.4B). While total STAT3 levels did not change, those of STAT3 phosphorylation were
significantly abrogated when MT1-MMP expression was silenced (Fig.4C). Abrogation of the
MT1-MMP/STAT3 signalling axis was further correlated to that of MT1-MMP-dependent
proMMP-2 activation and to ConA-induced intracellular COX-2 expression (Fig.5A). Indeed,
functional downregulation of MT1-MMP at the cell surface was found to efficiently inhibit
proMMP-2 activation as assessed by gelatin zymography and confirms the efficiency in MT1-
MMP silencing (Fig.5B). Moreover, ConA-induced intracellular COX-2 expression was also

found inhibited when MT1-MMP expression was silenced (Fig.5C).

STAT3 gene silencing potentiates Concanavalin-A-induced COX-2 expression. We
next wished to assess the direct impact of STAT3 on ConA-mediated COX-2 expression and
proMMP-2 activation. STAT3 gene expression was transiently silenced and MSC treated with
increasing concentrations of ConA (Fig.6A). While STAT3 protein expression was abrogated,
we found that ConA-induced COX-2 expression was significantly potentiated within cells that
had low STAT3 expresion (Fig.6B). STATS3 silencing did not affect ConA-induced proMMP-2
activation suggesting that MT1-MMP cell surface expression/function were not altered

(Fig.6C).
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DISCUSSION

Recent progress that has been made in our understanding towards inflammatory
signalling cascades has identified a series of novel promising targets, notably in pathways
involving NF-kB and JAK/STAT transcription factors [23]. As inflammation is crucial for
glioblastoma progression, it is also believed that a subset of primary glioblastomas, the most
common and aggressive primary brain cancer [24], derive from transformed stem cells that
possess MSC-like properties and partial phenotypic aspects of the MSC nature within the
tumours’ hypoxic and inflammatory environment [25]. Accordingly, exogenously delivered
human MSC were found to be recruited and to adapt within human gliomas after intravascular .
delivery [4]. More recently, molecular markers associated with MSC were found to
characterize the brain tumour-initiating cells involved in the development of hypoxic solid

tumours such as glioblastomas [25].

Important biological properties of MSC have prompted for their clinical application
given their ability to home to sites of inflammation following tissue injury and to perform
immune response modulation [26]. However, homing of MSC to tumours is also believed to be
among the earliest phenomenon of MSC-cancer interactions, as was recently reported in a
mouse model where injected human MSC preferentially migrated to implanted human tumours
[3, 5], and where cotransplantation of MSC with melanoma cells in mice enhanced tumou'r
engraftment and growth [9]. This suggests that MSC are active participants in the development
of hypoxic solid tumours, and that adaptive cellular conditions have significant pathological

implications towards hypoxic solid tumour development and proliferation of glioma stem like
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cells implicating a potential coordinated role for both JAK/STAT- and NFxB-regulated
expression of COX-2 in inflammation [27]. Isolation of cancer stem-like cells (CSC) from
glioblastoma cell line U87MG has been reported [19, 28], and NF«xB-mediated COX-2

regulation by MT1-MMP demonstrated in glioma CSC [19].

Along with vesicular trafficking evidence for a role for MT1-MMP in endoplasmic
reticulum stress induction, COX-2 expression was found regulated, in part, through MT1-MMP
[29]. In human glioblastoma, COX-2 performs important functions in tumourigenesis [30] and
inhibitors of eicosanoid biosynthesis have been shown to suppress cell proliferation and to
promote astrocytic differentiation [31]. Since COX-2 protein is overexpressed in the majority
of gliomas, it is therefore considered an attractive therapeutic target [32, 33]. Paradoxically, the
effectiveness of direct COX-2 inhibitors on glioma cell proliferation and radioresponse
enhancement has been shown to be independent of COX-2 protein expression [34]. This
evidence suggests that alternate initiator molecules, possibly involving cell surface transducing
mechanisms, are associated with therapy resistance and involved in the regulation of COX-2
expression. Whether MT1-MMP or any cell surface carbohydrate structures, are involved in
such regulation remains to be confirmed. Nevertheless, it becomes tempting to suggest that
targeting MT1-MMP pleiotropic intracellular transducing functions that, among other targets,

lead to COX-2 expression may help design or optimize current therapeutic strategies.

Finally, studies have indicated the ability of stem cell populations, including MSC, to

inhibit or downregulate immune responses in vitro and in vivo [35]. MSC have recently been
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reported to inhibit naive and memory antigen-specific T cells [36]. The immunosuppressive
qualities of MSC, which may facilitate evasion of the immune system by a tumour, may in part
involve major histocompatibility complex (MHC) class I. Interestingly, phenotypic
characterization of MSC by flow cytometry showed expression of MHC class I alloantigens,
but failed to elicit T cell proliferative responses due to active suppressive mechanisms [37].
Recently, shedding of the tumour cell surface MHC class I chain-related molecule A by MT1-
MMP was demonstrated to regulate sensitivity of tumour cells to NK cell killing, a process
which may add to tumour immune evasion and contribute to tumour progression [38]. Such cell
surface proteolytic activity of MT1-MMP was also shown in MSC to contribute to cleavage of
CD44, another‘ cell adhesion molecule expressed at the cell surface of MSC, and to promote

cell migration [39, 40].

MSC present a promising tool for cell therapy as proven effective in pre-clinical
studies. In fact, they are currently being tested in US FDA-approved clinical trials for
myocardial infarction, stroke, meniscus injury, limb ischemia, graft-versus-host disease and
autoimmune disorders [41]. Clinical trials for MSC injection into the central nervous system
(CNS) to treat traumatic brain injury and stroke are also currently ongoing. Whether
inflammatory alterations of MSC may influence endogeneous or exogenously transplanted
MSC biodistribution fate remains however to be better investigated. Intravenous infusion of
MSC was found to reduce brain damage after transient global cerebral ischemia in vivo [42],
possibly through neuroprotective features of MSC likely to occur through some paracrine

inflammatory regulation mechanisms [43]. In support to the MSC paracrine recruitment, MSC
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transplantation provided trophic support to an ischemia/reperfusion injured liver model by
stimulating regeneration [44].

In conclusion, our study provides unexpected original molecular evidence linking the
intracellular signalling functions of MT1-MMP to the JAK/STAT pathway. Furthermore, we
document a new molecular signalling axis balance through the intracellular domain of MT1-
MMP in COX-2 expression, and which supports, in part, the oncogenic and
immunomodulatory adaptive mechanisms that could eventually be targeted in MSC’s

contribution to hypoxic tumour development.
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FIGURE LEGENDS

Concanavalin-A triggers transient STAT3 phosphorylation. Subconfluent MSC
were serum-starved and treated with 30 pg/ml Concanavalin-A for up to 24 hours. (A)
Cell lysates were isolated, western blotting and immunodetection was performed with
anti-phospho-STAT-3 and anti-STAT-3 antibodies as described in the Methods section.
(B) Densitometric measurements were performed and represent the values from

pSTAT-3/STAT-3 ratio.

Concanavalin-A triggers dose-dependent STAT3 phosphorylation. Subconfluent
MSC were serum-starved and treated with increasing Concanavalin-A concentrations
for 2 hours. (A) Cell lysates were isolated, wéstem blotting and immunodetection was
performed with anti-phospho-STAT-3 and anti-STAT-3 antibodies as described in the
Methods section. (B) Densitometric measurements were r;erformed and represent the

values from pSTAT-3/STAT-3 ratio.

STAT3 phosphorylation by Concanavalin-A is controlled through JAK and
MAPK signalliﬁg pathways. Subconfluent MSC were serum-starved and pre-treated
for 30 minutes with the indicated pharmacological inhibitors (10 uM), followed by a 2
hours treatment with 30 pg/ml of Concanavalin-A. (A) Cell lysates were isolated,
western blotting and immunodetection was performed with anti-phospho-STAT-3 and
anti-STAT-3 antibodies as "described in the Methods section. (B) Densitometric

measurements were performed and represent the values from pSTAT-3/STAT-3 ratio.
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MT1-MMP gene silencing abrogates Concanavalin-A-mediated STAT3
phosphorylation. MSC were transiently transfected with scrambled sequences (siScr)
or MT1-MMP siRNA (siMT1-MMP) as described in the Methods section. (A)
Subconfluent transfected MSC were serum-starved and treated with 30 pg/ml of
Concanavalin-A for 2 hours. Cell lysates were isolated, western blotting and
immunodetection -was performed with anti-phospho-STAT-3 and anti-STAT-3
antibodies as described in the Methods section. (B) Total RNA was extracted, and
gRT-PCR was used to assess MT1-MMP gene expression and confirm gene
downregulation. (C) Densitometric measurements were performed and represent the

values from pSTAT-3/STAT-3 ratio.

MT1-MMP gene silencing abrogates Concanavalin-A-mediated proMMP-2
activation and COX-2 expression. MSC were transiently transfected with scrambled
sequences (siScr) or MT1-MMP siRNA (siMT1-MMP) as described in the Methods
section. (A) Subconfluent transfected MSC were serum-starved and treated with
increasing Concanavalin-A concentrations for 24 hours. Conditioned media was
isolated and gelatin zymography performed as described in the Methods section to
assess the extent of proMMP-2 activation. Cell lysates were isolated, western blotting
and immunodetection was performed with anti-COX-2 and anti-STAT-3 antibodies as
described in the Methods section. Densitometric measurements were performed for (B)

MMP-2 / proMMP-2 activation ratio, and for (C) COX-2 / STAT-3 ratio.
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STAT3 gene silencing potentiates Concanavalin-A-induced COX-2 expression.
MSC were transiently transfected with scrambled sequences (siScr) or STAT-3 siRNA
(siSTAT-3) as described in the Methods section. Subconfluent transfected MSC were
serum-starved and treated with increasing Concanavalin-A concentrations for 24 hours.
(A) Cell lysates were isolated, western blotting and immunodetection was performed
with anti-STAT-3, anti-COX-2 and anti-ERK antibodies as described in the Methods
section. (B) Densitometric measurements were performed and represent the values
from COX-2 / ERK ratio. (C) Conditioned media was isolated and gelatin zymography
performed as described in the Methods section to assess the extent of proMMP-2

activation.

Shematic representation of MT1-MMP dual transcriptional regulation role of
lectin-induced inflammation. Concanavalin-A treatment of MSC requires MT1-MMP
cell surface functions that ultimately trigger activation of latent proMMP-2 into active
MMP-2 and lead to extracellular matrix (ECM) degradation. MT1-MMP is thought to
also signal intracellular JAK/STAT- and IKK/IkB/NF-kB-mediated transcriptional
regulation of COX-2 gene expression leading to the acquisition of an inflammatory
phenotype. According to our current hypothesis, silencing of the JAK/STAT signalling
amplifies MT1-MMP capacity to trigger COX-2 expression, therefore establishing the
IKK/IkB/NF-kB signalling pathway as the major contributor to MT1-MMP-mediated

inflammation.
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DISCUSSION

5.1 Inhibition de I’angiogenése modulée par I’inflammation

L’activation de STATS3, par des cytokines tel que I’'IL6, joue un réle de médiateur important
qui relie I’inflammation a I’angiogenése tumorale (Hanahan et Weinberg, 2011; Yu et al.
2009; Su et al., 2005; Aggarwal et Gehlot, 2009). Bien que plusieurs polyphénols ont montré
une activité anti-angiogénique (Ramos et al., 2008), peu ont démontré cette activité lorsqu’elle

est modulée par I’inflammation sur la voie IL6/JAK/STAT3.

Nos résultats indiquent principalement que Lut et Api ont I’activité anti-angiogénique la plus
puissante. Ces deux flavones inhibent trois étapes du processus angiogénique, la prolifération
et la migration cellulaire, ainsi qu’une des étapes les plus déterminantes, la différenciation
morphogénique des HUVEC en structures de type capillaire induites par I’IL6. L’essai de la
libération du LDH a révélé que ces effets ne sont pas dus a une cytotoxicité aux traitements.
Les mécanismes moléculaires appuyant cette inhibition au niveau cellulaire montrent qu’elle se
fait par I’inhibition de la phosphorylation des kinases JAK1, JAK2 et de la phosphorylation de
STAT3 avec une inhibition presque totale de la phosphorylation en Y’® de STAT3 (Figure
5.1), ce qui est reconnu comme un élément essentiel & sa dimérisation et a sa translocation
nucléaire. Il y a aussi une inhibition possible par la voie des MAPK, car il y a corrélation avec
la phosphorylation d’ERK. Cependant la communication-croisée s’effectuant entre les voies
MAPK et JAK/STATS3 activées par IL6 demeure a étre élucidée. En effet, il est possible que la
phosphorylation d’ERK soit responsable d’une régulation négative de la phosphorylation en
Y™ de STAT3 par une activation de STAT3 en S’ (Chung et al., 1997) ce qui réduirait son
homodimérisation et sa translocation au noyau pour amorcer la transcription (Huang, 2007). La
génération d’un anticorps contre la pS’>’-STAT3 aurait appuyé cette hypothése. Il est aussi &
noter que ces deux flavones ont régulé négativement I’expression de ’ARNm de I’IL6R. Ainsi

il serait probable que cet effet d’inhibition sur la phosphorylation de STAT3 soit régulé en
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amont des kinases par une régulation négative de la traduction du récepteur IL6R, le tout

impliquant probablement une cascade d’inhibition de Lut et Api par IL6R/JAK/STATS3.
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Figure 5.1 Schéma récapitulatif de I’inhibition de la voie IL6/STAT3 par Api et Lut.

Les deux polyphénols, Api et Lut ont montré qu’ils inhibent la voie IL6/STAT3 par une
inhibition de 1’activation de STAT3 et celles des JAK1 et JAK2 ; par une régulation négative
de I’expression de ’ARN messager du récepteur & ’IL6 (mRNA IL6Ra) et celle de la
proMMP2. Ils augmentent aussi 1’activation d’ERK1/2. Le mécanisme de Lut différe de celui
d’Api puisqu’il régule positivement 1’expression de SOCS3 qui va se lier au récepteur gp130 et
inhiber I’activation des JAK. En conséquence, I’inhibition de la transduction du signal empéche
la dimérisation de STAT3 et de sa translocation aux noyaux pour exercer son rdle de
transcription de génes important dans I’inflammation et ’angiogenése.
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Mis a part la spécificité cellulaire, ces résultats d’inhibition de 1’angiogenése par Api et Lut
concordent avec certains des résultats ultérieurs et pourraient fournir un rationnel pour des
études subséquentes. En effet, il a déja été démontré qu’Api pouvait inhiber I’angiogenése
tumorale in vivo en diminuant I’expression de HIF-1a et de VEGF sans mettre en évidence le
role de STAT3 (Fang et al., 2007). De fagon plus importante, une autre étude plus récente
basée sur une lignée cellulaire cancéreuse pulmonaire (H157) a dévoilée que les flavonoides,
incluant Lut et Api, inhibaient en condition hypoxique la phosphorylation en Y™ de STAT3 et
que cette inhibition de STAT3 corrélait avec 1’inhibition du VEGF indépendemment de HIF-1o
(Ansé et al., 2010). Ceci est compréhensible puisque STAT3 est connu pour étre capable de
médier la transcription du VEGF seul ou en association & HIF-1 au promoteur (Niu et al., 2002;
Chen and Han, 2008). Bien que I’expression du VEGF et son implication dans 1’angiogenése
soit reconnue, un avantage essentiel a 1’inhibition de IL6/STAT?3 permettrait donc de réguler la
transcription de plusieurs facteurs proangiogéniques et pro-inflammatoires autre que le VEGF.
Une autre étude, bien qu’elle soit dans un contexte autre qu’oncologique et concordant avec
’aspect moléculaire & notre étude, a montré que Lut inhibait la voie JAK2/STATS3 in vitro et in
vivo suivant des stimulations & I’'IL6 (Parker-Athill et al., 2009). L’¢tude a été conduite chez la
souris 4 I’aide du modéle d’activation de I’immunitaire maternelle (AIM) par I’IL6 et de
cultures primaires de cellules neuronales. Différemment de nos résultats, il a été remarqué dans
certains articles que Lut pouvait inhiber I’angiogen¢se par I’ubiquitination de la forme
phosphorylée STAT3 en Y™ (Selvendiran et al., 2006). Cependant dans notre étude, les
niveaux de STAT3 totaux n’ont pas démontré de variations significatives. Un autre résultat qui
a été observé lors de notre étude et qui est conforme avec une activité anti-angiogénique est
qu’Api et Lut inhibent I’expression de la proMMP2, Lut la régulant négativement jusqu’aux
niveaux basaux du Ctrl sans IL6. En effet, cela est conforme a la voie IL6/STAT3 qui est
impliquée dans la régulation positive ainsi que la transcription de plusieurs geénes impliquant
des MMP comme la MMP2 (Aggarwal et al., 2006a). Une autre étude a montré que Lut pouvait
également inhiber directement ’activité de la MMP2 (Ende et Gebhardt, 2004).

Il est possible que les mécanismes d’action anti-angiogénique modulés par I’IL6 entre Api et
Lut différent. Un indice reflétant des mécanismes distincts des polyphénols étudiés pourrait

provenir des profils d’inhibitions de la migration et de la prolifération (voir figure 1C & 1F et



125

2C a 2F), car ces fonctions cellulaires résultent des mécanismes moléculaires précis qui
peuvent tous impliquer I’inhibition de STAT3. Un des principaux résultats démontrant cette
divergence est I’expression accrue, lors du traitement avec Lut, du suppresseur de la
signalisation aux cytokines-3 (SOCS3) qui est un rétro-inhibiteur endogéne spécifique du
récepteur gpl30 et de la voie de plusieurs cytokines telle que I’'IL6 (Yoshimura, 2009). En
effet, SOCS3 est un des médiateurs permettant de réguler négativement 1’activité constitutive
de STAT3 dans ’angiogenése tumorale (Yoshimura et al., 2007) en supprimant les réactions
inflammatoires a la source de pathologies progressives dans lesquelles I’IL6 joue un rble
important (Yoshimura, 2009). Cette différence d’expression par le traitement avec Lut pourrait
étre attribuable 2 la seule différence structurale d’une hydroxylation en moins (en position 3’
du noyau B) (Figure 1.10 C). Une fagon d’éclairer cet aspect différentiel serait d’examiner les
conditions précises lors de la production de SOCS3. En effet, Api semble inhiber plus
directement la voie JAK/STATS3, car SOCS3 étant un géne cible de STAT3 est moins exprimé
lors du traitement par Api que Lut. Sous un autre aspect, il se pourrait que les mécanismes
d’inhibitions moléculaires sur de courtes durées a I’IL6 different de ceux de I’inhibition des
fonctions physiologiques qui se sont faits sur de plus longues durées i.e. stimulation 10 min
(figure 3; article I) comparées a 20h (migration) ou 48h (prolifération). Les EC peuvent sécréter
du PDGF de fagon constante sur de longues périodes et puisqu’Api est connu pour interférer
directement avec 1’activité kinase du PDGFR (Lamy et al., 2008b), il se pourrait ainsi qu’il
inhibe I’activation de JAK/STAT3 (Vij et al., 2008; Guan et al., 2012). Cela serait d’autant plus
probable puisque I’'IL6 peut stimuler la production du PDGF endogéne affectant certaines

fonctions physiologiques (Ikeda et al., 1991).

L’EA, ’EGCG et la Dp ont tous montré une inhibition de 1’induction de la prolifération et de la
migration par ’IL6. Cependant, les deux flavonoides EGCG et Dp ont présenté des inhibitions
importantes permettant d’abaisser ou maintenir le niveau basal de ces deux fonctions
physiologiques en présence d’IL6. Bien qu’aucun de ces polyphénols n’ait inhibé I’activation
de STAT3 induite par I’IL6, les propriétés anti-angiogéniques de I’EGCG, elles, sont bien
connues (Ramos, 2008; Bagli et al., 2004). Des études ont en effet déja indiqué que ’EGCG
régulait négativement la phosphorylation de STAT3 par d’autres voies que celle de I’IL6, celle
associée a une inhibition de la phosphorylation de ’EGFR (Masuda et al., 2001). Il ce pourrait

cependant que I’inhibition de la voie IL6/STATS3 soit dépendante du modéle cellulaire, car des
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études ont montré chez des cellules cancéreuses gastriques que I’EGCG inhibe non seulement
la phosphorylation de STAT3 induite par I’IL6, mais inhibe aussi la tubulogenése sur matrigel
(Zhu et al., 2011). Bien que son effet inhibiteur sur la prolifération et la migration des EC est
mis en évidence dans la présente recherche, la Dp a déja dévoilé une activité antiproliférative
des EC (Martin et al., 2003). Peu d’études ont exposé€ 1’effet de 1’anthocyanidine Dp ou ’EA
sur I’activation de STAT3 induite par I’IL6 et I’angiogenése. Cependant, il a été remarqué que
Dp aurait une activité inhibitrice sur deux facteurs de transcription, soit NF-xkB et sur la
phosphorylation de STAT3 en réponse au HGF (Syed et al., 2008), ce qui est d’importance, car
STAT?3 et NF-xB peuvent s’associer pour transcrire plusieurs génes pro-inflammatoires, dont
I’'IL6 méme (Yu et al. 2009). L’effet antiprolifératif de ’ECGC, Dp et EA pourrait étre du en
partie a leur cytotoxicité sur les HUVEC observées & partir de 10 pM. Ainsi, selon nos
résultats la Dp, ’EGCG et ’EA pourraient étre de bons inhibiteurs dans les premieres étapes

dans le processus angiogénique.

Des études des relations structure-activité (SAR), ont déterminé que 1’hydroxylation du noyau
benzéne A (en position 5’ et 7°) ainsi que le noyau B (en position 4’) pourrait compter pour
I’activité anti-angiogénique de Lut et Api (Figure 5.2) (Anso et al., 2010). Cependant, si I’on
déduit les relations structure-activité par une comparaison de nos résultats trouvés en Lut et Api
et celles de résultats trouvés dans la littérature avec les flavones Chrysine et la Wogonine, ces
derniéres n’ayant aucun groupement hydroxyle sur le noyau B, ont déja présenté une activité
anti-angiogénique par I’inhibition de la voie IL6/STAT3 (Lin et al., 2010; Lin et al., 2012).
Cela suggére évidemment que [’activité inhibitrice de cette voie ne nécessite pas
I’hydroxylation de ce noyau. Une autre étude sur des cellules humaines de glioblastomes, qui
est un des meilleurs modéles cellulaires pour étudier 1’inhibition pharmacologique de la voie
IL6/STAT3 (Michaud-Levesque et al., 2012), a dévoilé que la Quercetine ayant une structure
voisine & Lut avec un R3= OH de plus sur le noyau C, inhibe la voie IL6/STAT3 et régule
négativement la MMP2. L’examen structural de la Dp et ’ECGC, qui n’ont pas démontré une
inhibition sur la voie IL6/JAK/STATS3, nous révéle qu’ils ont les groupements communs aux
autres flavonoides (OH en position R5 et R7 noyau A), mais n’ont pas le groupement carboxyle
sur le noyau C. Ainsi, I’activité inhibitrice des flavonoides sur la voie IL6/JAK/STAT?3 semble

nécessiter le groupement carboxyle sur le noyau C, mais ne requiert pas nécessairement une
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hydroxylation sur le noyau B. Il ne faut pas oublier cependant que les effets peuvent étre dus

aux métabolites ou autres produits du métabolisme.

Bien que la biodisponibilité de ces deux flavones pourrait étre faible, les concentrations
utilisées d’IL6 (>50 ng/mL) sont du méme ordre que celles du niveau retrouvé dans certaines
conditions inflammatoires reliées au cancer, ainsi que d’un point de vue nutritionnel les
niveaux d’Api et Lut dans le sérum pourraient étre atteints par un régime spécifique pour un
effet optimal d’inhibition de I’IL6/STAT3 (Robak et al., 1999; Verbeek et al., 2004).
Cependant, une approche métronomique, qui est ’administration fréquente et continue de
faibles doses de médicaments (Kerbel et Kamen, 2004), serait plus adaptée, car pour certaines
conditions inflammatoires chroniques les concentrations d’IL6 sont beaucoup plus faibies
(ordre du pg/mL) (Eder et al., 2009). Cela permettrait une inhibition angiogénique et un effet
chemiopréventif sur de longues périodes avec une alimentation normale équilibrée qui procure
déja un niveau respectable d’Api et de Lut dans le sérum sans toutefois excéder ~1uM
(Scalbert et Williamson, 2000; Verbeek et al., 2004). En combinaison avec d’autres traitements

anti-cancer, cette inhibition permettrait ainsi une diminution de la résistance thérapeutique.
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O OH impliqués dans I"activité
anti-angiogénique { Selon SAR dans la littérature)

Polyphenols ayant démontrés une activité
anti-angiogénique par I'inhibition dela
voie IL6/STAT3

-OH(R4’)  Wogonine EGCG

- CO (R4)

Delphinidine

Perte de Finhibition delavoie
IL6/STAT3 et del'activité anti
angiogénique aprés la perte du
groupement carboxyle

conservent leur activité
inhibitrice aprésperte
d’un groupement OH

Figure 5.2 Résumé de I’analyse de la relation structure-activité de polyphénols.

Comparaison de la relation structure-activité (SAR) entre les polyphénols dans la littérature
ayant montré une activité anti-angionénique par une inhibition de la voie IL6/STATS3
(Quercetine, Wogonine, Chrysine) et ceux de notre études (Apigénine, Lutéoline, EGCG et
Dp). 1l est principalement remarqué que la perte du groupement R4” = OH sur le noyau B des
flavonoides (voir figure 1.10C) ne diminue pas I’activité inhibitrice de la voie IL6/STAT3 et
I’effet anti-angiogénique contrairement & la perte du groupement R4 = CO. Cela suggere que le
groupe carboxyle est nécessaire pour inhiber 1’angiogenése par la voie IL6/STAT3, sans
solliciter ’hydroxylation au noyau B. '
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5.2 La MT1-MMP : Contributeur a I’inflammation

La MTI1-MMP contrble plusieurs fonctions des MSC qui sont recrutées aux sites
d’inflammations chroniques et peuvent y contribuer pour ainsi favoriser le cancer (Figure 1.8)
(Bergfeld et Declerk, 2010). Récemment, il a été démontré chez les cellules de glioblastomes
humaines U87, que la MT1-MMP, induisait I’expression de COX-2 par un mécanisme
IKKy/NF-kB, en réponse a la ConA (Sina et al., 2010). Cependant, aucune recherche a notre
connaissance n’a montré 1’implication de I’activation de STAT3 par la MT1-MMP en réponse
ala ConA.

Ainsi, dans la présente étude on a tenté de vérifier I’hypothése qui en découle et d’élucider si
la signalisation cytoplasmique par la MT1-MMP est médiée par I’activation de la voie
JAK/STATS3 contribuant au phénotype inflammatoire. Principalement, cette étude confirme que
la MT1-MMP régule, en réponse & la lectine ConA, le phénotype pro-inflammatoire des
cellules MSC de souris par I’activation de STATS3, et cela s’effectue de fagon indépendante du
site catalytique de la MT1-MMP puisque 1’actinonin n’a pas été¢ en mesure de renverser cette
activation. Ce qui implique potentiellement une communication-croisée entre deux voies dont
celle d’intérét JAK2/STATS3. Ceci suggére que I’induction de cette voie nécessite probablement
une signalisation intracellulaire médiée a la surface cellulaire. Sur un second plan, il sera
discuté de I’impact du double role possible de STAT3 phosphorylé ou non en tant que
médiateur dans I’expression de COX-2 impliquant la MT1-MMP en réponse 4 la ConA.

Dans les étapes initiales, 1’optimisation des paramétres cinétiques et de concentrations efficaces
a une activation de STAT3 par la ConA ont été établis 4 2h et 4 une concentration de 30
pg/mL. Cette derniére a été choisie selon un maximum d’efficacité pour minimiser les
variations dans I’activation de STAT3 produites par des changements de concentrations en
ConA. L’utilisation de I’ARN interférent visant 1’expression de la MT1-MMP a permis
d’observer une diminution de 73 % dans 1’efficacité d’induction de I’activation de STAT3 par
la ConA, sans changement significatif dans sa puissance d’action. Ce qui est compréhensible
puisqu’il y aurait théoriquement selon la méthode, moins de MTI-MMP & la surface

membranaire pour assumer la transduction du signal, résultant en un abaissement de ’efficacité
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sans changement dans la potentialisation ou puissance d’action de 1’agoniste. Une explication
possible des événements dans la transduction du signal amenant la phosphorylation de STAT3
selon nos données est que celle-ci s’effectue probablement par deux voies, dont celle d’intérét
JAK/STATS3. Justifiant ceci est 1’observation des résultats obtenus lors de I’utilisation des
inhibiteurs pharmacologiques qui ont montré qu’AG490, qui est spécifique 4 JAK2 (Chiba et
al., 2012; Davoodi-Semiromi et al., 2012; Hodge et al., 2005; Luo and Laaja, 2004), inhibe prés
de 60 % de la phosphorylation de STAT3 induite par la lectine.

Un peu moins clair est le réle qu’occupe pSTAT3 dans la potentialisation de I’expression de
COX-2 par la ConA. De fagon inattendue, I’utilisation de I’ARN interférent avec STAT3 a
montré une amplification de ’expression de COX2 par la MT1-MMP en réponse & la ConA. Il
serait pertinent de mentionner que non seulement le facteur de transcription NF-kB a un réle
important dans I’expression de COX-2 (Sina et al., 2010; Nakao et al., 2002) mais que pSTAT3
peut aussi lier le promoteur de COX-2 et transcrire ce dernier (Lo et al., 2010) et peut-étre le
potentialiser. Sachant que la majorité des signaux inflammatoires reliés au cancer sont régulés
par D’activation de ces deux facteurs de transcription (Li et al.,, 2011). Il est possible que
I’interaction entre NF-kB et la phosphorylation de STAT3 puisse co-réguler plusieurs facteurs
oncogéniques et inflammatoires (Yu et al., 2009; Lee et al., 2009a) et soit importante dans la
potentialisation de I’expression de COX-2. Pour récapituler, STAT3 contribuerait de deux
fagons dans la médiation de I’induction de I’expression de COX-2 par la ConA. Lorsque non-
phosphorylé, STAT3 aurait un réle dans la répression de 1’induction de COX-2 possiblement
par une inhibition de I’activation d’IKK et de par sa phosphorylation il participerait par
association au NF-kB 2 la potentialisation de I’induction de COX-2. Cet équilibre régulé par les
MT1-MMP permettrait ’adaptation des MSC a un environnement inflammatoire pro-tumoral.
Bien que les voies de JAK/STAT3 et IKK/IkBNF-kB semblent coopérer dans la régulation
transcriptionnelle de COX-2, la voie JAK/STAT3 semble avoir aussi un r6le de répression.
L’invalidation de la voie JAK/STAT3 par I’ARN interférent, qui amplifie la capacité
d’induction de COX2 par la MT1-MMP, établit la signalisation IKK/IkB/NF-kB comme voie
majeure d’induction de COX2 médiée par la MT1-MMP et 1’acquisition d’un phénotype
inflammatoire (Figure 7; article 2). L’élucidation de 1’interaction entre pSTAT3 et le NF-kB
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impliqué dans la régulation transcriptionnelle de COX2 et celle de I’inhibition possible de la

voie IKK/IkB/NF-kB par STAT3 seraient d’importants projets futurs.

Ayant examiné les voies impliquées dans cette signalisation médiée par la MT1-MMP en
réponse 4 la ConA, il serait intéressant d’examiner plus précisément, selon la littérature
disponible, des possibilités au niveau du domaine cytoplasmique médiant entre autres
I’activation de STAT3. Cependant, il reste & souligner que peu d’entre elles ont mis en
évidence I’implication de la MT1-MMP, et en particulier par son domaine cytoplasmique, dans
I’inflammation et I’activation de STAT3. Il est & noter que plusieurs de ces voies peuvent
nécessiter des tyrosines kinases qui ne sont pas associées a des récepteurs, entre autres le Src.
Cependant, comme il a ¢été mentionné plus t6t, il n’y a pas de motifs de reconnaissance
habituels sur le domaine cytoplasmique de la MT1-MMP ce qui fait que les mécanismes
impliqués dans l’activation des cascades de signalisation restent & étre élucidés (Gingras et
Béliveau, 2010). Une approche expérimentale intéressante par cytométrie en flux permettrait
d’étudier les effets sur la signalisation par I’utilisation de fluorochromes-libellés & des anticorps
spécifiques reconnaissant la pY°” (ou dirigées vers d’autres protéines intracellulaires; pJAK,
pSTAT3, COX2, SOCS3) aprés avoir perméabilisé la membrane (e.g. saponine). A cet effet les
résultats peuvent étre exprimés de fagon semi-quantitatifs, en unité MESF, pour la quantité de
MSC produisant la ou les protéine(s) ou en pourcentage de cellules produisant la protéine(s)
recherchée(s) (Schuerwegh et al.,, 2001). Aussi en relation avec 1’autre volet de la présente
recherche, il serait également possible par la méme méthode de mesurer 1’effet des polyphénols

sur la phosphorylation et I’expression de ces mémes protéines.

Toutefois, la MTI-MMP peut s’associer & plusieurs protéines membranaires ou
cytoplasmiques, pour ainsi activer STAT3. La phosphocavéoline-1 interagit spécifiquement
avec la MT1-MMP (Labrecque et al., 2004; Gingras et Béliveau, 2010) et une diminution de
son expression entrainerait une augmentation de la phosphorylation de STAT3 (Jasmin et al.,
2006). Autre exemple : une fois que le domaine cytoplasmique de la MT1-MMP phosphoryl1é
en Y*” (P-Y*™), il y aurait interaction avec la protéine adaptatrice p130Cas phosphorylée
(Gingras et al., 2008; Gingras et Béliveau, 2010). Une corrélation inverse existe entre la

phosphorylation de p130Cas et pSTAT3 en Y™ (Byers et al., 2009). Cependant, la recherche
P
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d’explication sur un lien entre le domaine cytoplasmique et 1’activation probable de la voie
JAK/STAT3 impliquant des récepteurs a cytokines dans la présente étude pourrait étre fournie
par le fait que la MT1-MMP pourrait s’associer & des récepteurs et activer STAT3 (Lee et al.,
2009b). Parmi les exemples, on retrouve un clivage du récepteur de surface CD44 par la MT1-
MMP activant STAT3 (Jung et al.,, 2011). La MT1-MMP peut aussi s’associer avec le
VEGFR2 et le Src qui régulerait I’expression du VEGF (Eisenach et al., 2010). Cette
production de VEGF pourrait étre dépendante aussi 4 une P-Y*"* de la MT1-MMP (Nyalendo et
al., 2007). Dong, il y aurait dans cet exemple des interactions & deux niveaux, membranaire et
cytoplasmique, amenant la transcription du VEGF qui peut étre, rappelons-le, transcrit par
STATS3.

Or selon ces exemples, il serait probable que la MT1-MMP puisse ainsi former un complexe
avec un récepteur a cytokines, en réponse & la ConA pour ainsi activer JAK/STATS3. 1l est
possible parallélement que cette association implique la P-Y®” de la MT1-MMP et soit un
élément essentiel impliquant cette voie pro-inflammatoire. En effet la P-Y°™ a un réle déja
connu dans plusieurs fonctions physiologiques, incluant la prolifération, la survie, la migration
et I’invasion, et que cette activation se fait de fagon dépendante & une tyrosine kinase Src
(Nyalendo et al., 2010; Nyalendo et al., 2009; Nyalendo et al., 2007). Ainsi, puisque la tyrosine
kinase Src peut activer la MT1-MMP en P-Y*”, cela pourrait étre fait aussi par les tyrosines
kinases JAK. Dans notre travail, la voie Ras/MAPK médiant ’activation de STAT3 pourrait
étre expliquée par une étude qui a montré que les résidus BYCQRY du domaine
cytoplasmique de la MT1-MMP sont impliqués dans 1’activation de la voie Ras-MEK-ERK
(Gingras et Béliveau, 2010). De fagon intéressante, tout comme dans notre recherche, cette
signalisation ne nécessiterait pas 1’activité protéase de la MT1-MMP, mais qui requerrait la
liaison de I’inhibiteur TIMP2/MT1-MMP (D’ Alessio et al., 2008).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

"~ Nous démontrons pour la premiére fois que la MT1-MMP régul.e le phénotype pro-
inflammatoire des cellules MSC de souris par I’activation de STAT3 en P-Y'® de fagon
indépendante de sa fonction catalytique en réponse a la ConA. L’utilisation des inhibiteurs
pharmacologiques suggére que cela implique probablement la communication-croisée entre
deux voies principales, celle de JAK/STAT3 et celle des Ras/MAPK. Cette derniére impliquant
probablement le domaine cytoplasmique de la MT1-MMP, ce qui est moins clair pour la voie
JAK/STATS3 ou I’interaction pourrait se faire au niveau membranaire aussi avec des récepteurs
a cytokines. Aussi important d'un point de vue fondamental est I’observation que STAT3 ou
pSTAT3 montrent une double action en réponse a la lectine; pSTAT3 étant relié a
I’inflammation, STAT3 aurait un effet anti-inflammatoire en diminuant l'induction de
’expression de COX-2. D’autres études fourniraient davantage d’information sur la probable
contribution de pSTAT3 dans le rdle potentialisateur de la MT1-MMP sur I’expression de
COX-2 en réponse a la ConA. En particulier des approches par mutagenése dirigée ciblant le
résidu Y*”* du domaine cytoplasmique de la MT1-MMP . Aussi, il serait intéressant de vérifier
par les mémes méthodes I’effet d'autres inhibiteurs pharmacologiques et des siRNA sur les
fonctions physiologiques des MSC. Le réle impliquant la MT1-MMP dans plusieurs fonctions
physiologiques reliées au cancer est bien établi. Cette recherche met en évidence 1’implication

.de la MTI-MMP dans les conditions inflammatoires, médiées par STAT3, favorisant ces
fonctions. Ainsi, ces résultats attribuent a la MT1-MMP un potentiel accru comme cible future

dans le traitement et la prévention de I’inflammation reliée au cancer.

Ces résultats suggerent aussi que STAT3 joue un grand role dans les mécanismes
pharmacologiques des flavonoides et en particulier de certains flavones au niveau des EC. Dans
cette étude, il a été démontré que I’activation angiogénique par I’IL6 des HUVEC a été inhibée
par la lutéoline et ’apigénine. Cette activité anti-angiogénique s’est montrée efficace au niveau
de la prolifération, la migration ainsi que la formation tubulaire et s’effectue par une régulation
négative de la voie IL6R/JAK 1-2/STATS3, ou il a été observé une inhibition presque totale de
I’activation de STAT3 en Y’®. Etant donné que par I’alimentation il y a souvent des

combinaisons de ces anthoxanthines, il serait intéressant d’observer leurs activités anti-
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angiogéniques synergiques additives ou de potentialisation in vivo et in vitro. Une approche
expérimentale in vivo serait cruciale pour supporter les affirmations de la présente recherche.
Par exemple, ’utilisation d’un modeéle de souris AIM/IL6 ayant été préalablement injectées de
cellules tumorales humaines et traitées avec les phytochimiques Lut et Api pour ainsi en
vérifier, aprés biopsie des tumeurs, la densité des microvaisseaux sanguins (MDV) par
cytométrie et quantifier le pourcentage d’EC dans les tissus tumoraux (Baeten et al., 2002). Par
leurs effets anti-angiogéniques et régulateurs de ’inflammation, ces deux polyphénols dérivant
de I’alimentation représentent donc, de bons candidats thérapeutiques dans la prévention et le
traitement de cancers associés & I’inflammation impliquant 1’angiogenése. Ainsi, comme le
disait le pére de la médecine, Hippocrate, sur I’alimentation «Que fon aliment soit ton
médicament et que ton aliment soit ton reméde » permet d’apprécier, considérant les
connaissances médicales d’aujourd’hui, ce qui était connu il y a des milliers d’années et

pouvant mettre en perspective certains problémes des temps modernes.
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