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effects on viability as had Kent or Scotia elderberry extracts.

Inhibition of human glioma and brain endothelial cell proliferation by phenolic

compounds

The inhibitory effects of elderberry and elderflower extracts on cell proliferation may
be, in part, due to the action of specific compounds present in these extracts. Their
content in anthocyanins and other phenolic compounds was analyzed by HPLC-UV and
by UPLC-MS/MS, and performed by INAF (Institute of Nutrition and Functional Foods,
Québec, QC; confidential data). Analyses revealed that elderberry extracts contain
mainly anthocyanins and flavonols while only flavonols are found in elderflower
extracts. Therefore, the five most prominent compounds, namely four anthocyanins
(Dp-3-rut, Cy-3-gal, Cy-3-rut, Cy-3-sam-5-glu) and one flavonol glycoside (Que-3-rut
also named rutin) (Fig. 2.5A), were tested alone or together at 200 uM under normoxic
or hypoxic conditions. The choice of concentration was based on a study that had been

done with some of these anthocyanins on the proliferation of various cell lines [27].

Our results indicate that all of the phenolic compounds inhibited cell proliferation when
compared to their vehicle controls (Fig. 2.5B-C). Under normoxic conditions, Cy-3-sam-
5-glu was the most effective compound at inhibiting U-87 MG, U-138 MG and HBMEC
proliferation by 29.9%, 44% and 33.6%, respectively (Fig. 2.5B). For Hs 683 cells, Cy-3-
gal was a better inhibitor than Cy-3-sam-5-glu with 19.2% inhibition as compared to
14.6% inhibition. Under hypoxic conditions, Cy-3-sam-5-glu was also able to affect the
proliferation of U-138 MG and Hs 683 by 39.7% and 17.3%, respectively (Fig. 2.5C).
Moreover, Que-3-rut was the best compound for inhibiting U-87 MG proliferation by
27.5%, HBMEC by 27.5% and Hs 683 by 14.8% under hypoxic conditions (Fig. 2.5C). For
all compounds tested, Dp-3-rut was the one which showed the weakest inhibitory effect.
Interestingly, the combination of the five compounds exhibited a more potent inhibitory
effect than did the individual compounds at equal concentrations indicating that
compounds present in berry extracts work synergistically at inhibiting the growth of

glioma and brain microvascular endothelial cells.
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2.5. Discussion

Malignant gliomas, and particularly glioblastomas, are characterized by aggressive
invasiveness, a high proliferative rate, abundant vascularization, and the presence of
extensive areas of hypoxia. Interaction with the tumor microenvironment is necessary
for glioma cell growth, which is limited by the emergence of new blood vessels via
angiogenesis [28]. Hypoxia is well known to drive neovascularization resulting in
migration of endothelial cells towards the tumor and proliferation to induce an
angiogenic cascade [29]. Tumor hypoxia also leads to recurrence of cancers, resistance
to cancer therapies and poor prognosis for patients with solid tumors such as
glioblastomas [30, 31]. It is thus of great importance to find and characterize agents that
are effective at targeting hypoxic glioma cells. Since angiogenesis in gliomas is
correlated with the grade of malignancy [32], we have therefore targeted the
proliferation of grade IV (U-87 MG and U-138 MG) and grade 111 (Hs 683) glioma cells as
well as of HBMEC under normoxic and hypoxic conditions. Over the years, researchers
have confirmed that dietary polyphenols are capable of inhibiting cell proliferation and
inducing cell cycle arrest as well as apoptosis in a number of solid tumor cell lines [33,
34]. However, to the best of our knowledge, no studies have yet investigated the effect
of elderberry, a rich source of polyphenols, on glioma and brain endothelial cell line

models.

Here we documented for the first time the anticancer properties of two varieties of
Canadian elderberry, Kent and Scotia. Berry and flower extracts caused a dose-
dependent cancer and endothelial cell growth inhibition, and this antiproliferative effect
appeared to be due to its ability to trigger cell cycle arrest and apoptotic cell death. Our
results have shown that, of the extracts tested, concentrated elderberry extract is the
most potent inhibitor of cell proliferation followed by Scotia and Kent elderberry under
both culture conditions, whereas Scotia is less potent under hypoxic conditions.
Moreover, HBMEC were less sensitive to the inhibitory effect of Kent or Scotia berries
compared to glioma cell lines. Even though flowers attenuated cell proliferation,

particularly that of glioblastoma cells, berries still remained more effective.
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Remarkably, elderberries can target cell proliferation not only under normoxic

conditions but also under hypoxic conditions. Since 07 tension in solid tumors ranges

from 2.5%-5.3% (physiological levels) to pathological values below 0.1% in necrotic
regions [35], it is safe to speculate that the circulating plasma levels of polyphenols
derived from elderberry consumption may target the mechanisms regulating glioma cell

proliferation.

To investigate the relationship of cell growth inhibition by extracts to cell cycle changes,
cell cycle analysis was performed. We found that elderberry causes different effects on
cell cycle dependant on cell type and extract, and the cell cycle arrest was further
accompanied by alterations in the levels of various cell cycle-regulated protein
expression. Interestingly, the stage of cell cycle arrest triggered by extracts can indicate
the molecular mechanisms of action. For example, it is well known that cells arrested in
G1 phase can result from the inhibition of CDK4 and/or CDK6 complexes with cyclin D,
whereas S phase arrest can be caused by inhibition of cyclin A and cyclin E complexes
with CDK2 [36]. Arrest of cell division in G2/M phase can be caused by inactivation of
cyclin A with CDK2 in early G2 phase [37] or with CDK1 in late G2 phase [24], or also by
cyclin B/ CDK1 complexes through p53 activation in the early events of mitosis [36, 38].
All these cell cycle phase arrests could result from the activation of CKls such as p21 or
p27 [39]. Since elderberry and elderflower extracts modulate the expression of several
cell cycle checkpoint proteins, we hypothesize that such mechanisms could be involved
in the inhibitory effect of elderberry to suppress the cell cycle progression. Additionally,
several studies illustrate that CDK/cyclin complexes influence the decision of whether a
cell lives or dies [40-43]. Functional failure of these control points can lead to apoptosis
[44]. The fact that elderberries, but not elderflowers, induced cell apoptosis, especially
in HBMEC, suggests that this mechanism may also be involved in the inhibitory action
by berries. However, further investigation is essential to determine the specific

molecular mechanisms of each extract.

Low antioxidant levels in the brain were reported to be correlated with the malignancy

levels of brain tumors [7]. This results in the accumulation of considerable amounts of
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oxidative stress products including free radicals known to damage brain tissue [7, 45].
Dietary supplementation with antioxidants are believed to reduce these effects. Among
common small fruits, elderberries are a rich source of phenolic compounds with
antioxidant properties [13]. Depending on the method used to measure antioxidative
activity, some studies showed comparable activity of elderberries to blackberries, black
raspberries and other dark-fleshed small fruits [13] or to chokeberry, and they had a
much higher potential than had cranberry and blueberry, two fruits praised for their
high antioxidant capacity [15]. Interestingly, elderflowers are also recognized as
valuable sources of bioactive polyphenols and they have moderate antioxidant activity

compared to elderberries [46].

The antioxidant properties of elderberries are mainly attributed to the presence of
anthocyanins, specifically cyanidin derivatives which are major pigments [47]. Analysis
of eight different genotypes of S. canadensis (including ‘Scotia’) grown in the United
States has shown the predominant presence of Cy-3-sam-5-glu, followed by cyanidin 3
5-diglucoside, cyanidin 3- sambubioside as well as acylated anthocyanins, namely
cyanidin 3-(Z)-p-coumaroyl- sambubioside-5-glucoside, cyanidin 3-p-coumaroyl-
glucoside, cyanidin 3-(E)-p-coumaroyl- sambubioside-5-glucoside and cyanidin 3-p-
coumaroyl-sambubioside [48]. The fact that Cy-3- sam-5-glu is also the major
anthocyanin compound in concentrated elderberry extract (mixture of Kent and Scotia
cultivars grown in Québec) is consistent with this study. However, the anthocyanin
profile indicates that the concentrated elderberry extract contains Dp-3-rut, cy-3-gal
and cy-3-rut, which are undetectable or only found in trace levels in S. canadensis from
the USA [48]. Nevertheless, phenolic compounds such as chlorogenic acid and rutin
(glycosylated conjugate quercetin) were found in greater quantities in both S.
canadensis. It should be noted that rutin is also the main flavonoid in our flower extracts
as reported by another study [49]. The variability of anthocyanin composition (and
content) observed in these elderberries could be explained by the type of cultivars,
degree of ripeness, growing regions as well as environmental and climatic conditions
[50]. It is well known that dietary anthocyanins or anthocyanin-enriched extracts

reduce the actions of oxidative stress, proliferation, inflammation, and angiogenesis, all
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processes involved in cancer progression [51-54]. It has been reported that the
incorporation of anthocyanins by endothelial cells enhanced their resistance to the
damaging effects of reactive oxygen species (ROS) [55]. In addition, anthocyanin
extracts from black soybean increased the survival of U-87 MG cells accompanied by
decreased levels of ROS [56]. Here, one may envision that the presence of these
antioxidant molecules in our extracts could scavenge the free radicals and other ROS
[57], thereby sensitizing glioma and brain endothelial cells to elderberry and
elderflower treatment. In agreement with this, our data obtained with individual
anthocyanins and rutins confirms their efficacy at inhibiting cell proliferation. For most
of the cell lines tested, Cy-3-sam-5-glu and rutin were the best inhibitors, suggesting

that they are involved in the inhibitory action of berry or flower extracts.

When a combination of two or more compounds exhibits a more potent effect than the
addition of the effects from the individual compounds at equal concentrations, the effect
is considered synergistic [58]. In this study, we tested whether the major bioactive
compounds found in elderberry extracts can act synergistically to better inhibit the
growth of glioma and brain endothelial cells than elderflower extracts where
anthocyanins are not present. The results showed that the combination of the five
compounds (Dp-3-rut, Cy-3-gal, Cy-3-rut, Que-3-rut, Cy- 3-sam-5-glu) exhibited a
greater inhibitory effect than did the individual compounds for most cell lines tested,
suggesting that the anti-proliferative effects of elderberries results in part from
interactions between bioactive components. In support of this, it has been reported that
phytochemicals contained in fruits and vegetables often work collaboratively to achieve
health benefits [59, 60].

Several epidemiologic and experimental studies have demonstrated the health-
promoting benefits provided by regular berry consumption, including some against the
incidence of certain cancers [48, 61, 62]. Depending on the diet, the daily intake of
anthocyanins in humans has been estimated to range from several milligrams to
hundreds of milligrams [63]. For example, the total mean intake of anthocyanins from a

Western diet was estimated at 12.5 mg/d [64] comparatively to 64.9 mg/d from a
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Mediterranean diet [65]. An enhanced intake of dietary anthocyanins may be occurring
with the consumption of commercially available anthocyanin extract. Indeed, 14.5 mg of
anthocyanins can be obtained in one single teaspoon (5 mL) of concentrated elderberry
extract (IMMUNIA™). Oral consumption of berry phytochemicals can directly be
absorbed in the oral cavity and in the stomach as well as in the gastrointestinal tract
[11, 62, 66]. In addition, anthocyanins can be taken up by human vascular endothelial
cells [55, 67] and have demonstrated ability to cross the blood-brain barrier (BBB) [68-
70]. It is also worth pointing out the ability of flavonol rutin to also pass through the
BBB [71]. Moreover, anthocyanins are rapidly detected in plasma after consumption of
elderberry extract [72]. Thus, integration of elderberries in the diet might be a
comprehensive strategy for preventing the molecular events involved in chronic disease
progression such as cancer. Human clinical trials demonstrating the chemopreventive
effects of berry preparations have focused mainly on black raspberries [73]. However, it
is likely that other berry types such as elderberries may also be effective for
chemoprevention in humans. Future studies are required to better understand the
molecular mechanisms of action and effectiveness in vivo, as elderberry and elderflower

extracts have potential indications as cancer chemopreventive agents.
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2.7. Figure Legends

Fig. 2.1. Hypoxia culture condition validation in human brain tumor and brain
endothelial cell lines. Cells were incubated for 24 h in complete medium and were then
serum-starved under normoxic or hypoxic conditions. After 24 h, the medium was
removed and replaced with fresh complete medium for 48 h. Total RNA was isolated
from cells following the conditions described above, cDNA synthesis and qPCR were
performed to assess (A) VEGF and (B) GLUT-1 gene expression. Values are means +SEM
of three independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 versus

normoxia control).

Fig. 2.2. Inhibition of human glioma and brain endothelial cell proliferation by
elderberry and elderflower extracts. Cells were seeded into 96-well plates in complete
medium. After 24 h, cells were serum-starved under (A) normoxic or (B) hypoxic
conditions for another 24 h. Then the medium was removed and replaced with fresh
complete medium in the presence or absence of various concentrations of the indicated
(A, B) berry or (C) flower extract. After 48 h, cell proliferation was determined as
described in the Methods section. Values are means *SEM of four independent
experiments performed in quadruplicate [***p < 0.001 versus control for all data in
panels A and B except for: Elderberry concentrate at 10 pL/mL for U-87 MG cells under
normoxic conditions and for U-138 MG cells and HBMEC under hypoxic conditions as
well as Kent elderflower at 10 pL/mL for Hs 683 cells under hypoxic conditions (**p <
0.01); Scotia elderberry at 10 - 25 pL/mL for Hs 683 cells and Kent elderberry at 10
pL/mL for HBMEC under hypoxic conditions (not significant); (*p < 0.05, **p < 0.01 and

***p < 0.001 versus control) for data in panel C].

Fig. 2.3. Elderberry and elderflower extracts effects on cell cycle regulation. After 24 h
of cell seeding in culture wells with complete medium, cells were serum-starved under
(A) normoxic o‘r (B) hypoxic conditions before treatment with extracts (50 pL/mL
concentrated elderberry extract or 100 p/mL elderberry extracts or 500 pL/mL

elderflower extracts) as indicated in the Methods section. (A, B) Histogram distribution
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of cells in the GO/G1, S and G2/M phases as determined by flow cytometry analysis. The
individual DNA content was determined by fluorescence intensity of incorporated PI.
Values are means +SEM of three independent experiments (*p < 0.05 and ***p < 0.001
versus control). (C) Western blot and immunodetection of cell cycle regulatory proteins
in U-87 MG, U-138 MG, Hs 683 cells and in HBMEC treated under the same normoxic or
hypoxic conditions as for FACS analysis. Cells were lysed and the protein expression
levels were monitored by immunoblotting using specific antibodies. Immunodetections
obtained from representative samples are shown, and data are representative of three
independent experiments. GAPDH expression was used as a loading control. The band
intensities were analyzed by densitometry using Image] software. The relative levels of
protein expression were normalized to those seen in the respective control (value = 1)

and indicated by x-fold.

Fig. 2.4. Elderberry extracts affect human glioma and brain endothelial cell viability.
After 24 h of cell seeding in culture wells with complete medium, cells were serum-
starved under (A) normoxic or (B) hypoxic conditions before treatment with extracts
(50 pL/mL concentrated elderberry extract or 100 pL/mL elderberry extracts or 500
pL/mL elderflower extracts) as indicated in the Methods section. Histogram
distribution of live, apoptotic and necrotic cells as determined by flow cytometry
analysis. The individual DNA content was determined by fluorescence intensity of
incorporated Annexin V/PI. Values are means +SEM of three independent experiments
(*p < 0.05 and ***p < 0.001 versus control). The proportion of apoptotic cells in the total

cell population is indicated in percentage.

Fig. 2.5. Inhibition of human glioma and brain endothelial cell proliferation by phenolic
compounds. (A) Chemical structures of elderberry and elderflower compounds. (B, C)
Cells were seeded into 96-well plates in complete medium. After 24 h, cells were serum-
starved under (B) normoxic or (C) hypoxic conditions for another 24 h. Then the
medium was removed and replaced by fresh complete medium in the presence or
absence of the indicated compounds or the combination of these compounds (Mix) at

200 pM. After 48 h, cell proliferation was determined by the WST-1 assay, as described



57

in the Methods section. Values are means *+SEM of two independent experiments

performed in quadruplicate (*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 versus control).

Table 2.1. Comparative overview of ICso values of elderberry and elderflower extracts

on cell proliferation.

Table 2.2. Percent values of cell cycle phase as monitored by flow cytometry after

treatment with elderberry and elderflower extracts.
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CHAPITRE III

DISCUSSION

Les gliomes représentent la cause la plus importante de décés parmi les tumeurs
cérébrales. De ceux-ci, les astrocytomes (grades I a IV, OMS) et les oligodendrogliomes
(grades II et 1II, OMS) sont les plus fréquents, totalisant ensemble plus de 90% des
tumeurs provenant de la glie. L'astrocytome de grade IV, ou GBM, est le plus fatal de
tous dii a sa nature hautement infiltrante, ce qui met en danger les tissus sains
essentiels du SNC et rend la résection compléte souvent impraticable (Brat & Van Meir,
2004). Suite au diagnostic, la survie relative apres cinq ans chez les patients de plus de
55 ans est de seulement 1%. Deux lignées cellulaires dérivant de glioblastomes ont été
utilisés pour cette présente recherche, soit les lignéesU-87 MG et U-138 MG.
L'oligodendrogliome anaplasique, de grade IlI, posséde un meilleur pronostic, avec une
survie relative aprés cinq ans de 23% pour la méme tranche d’age (Société canadienne
du cancer, 2017), mais représente également un danger dii au niveau élevé de
prolifération et sa nature diffuse (Brat & Van Meir, 2004). Une lignée de ce type a été
étudiée, soit les cellules Hs 683. De fagon générale, ces deux types de cancers sont
naturellement pharmacorésistants et difficilement opérables, en plus d’étre hautement
vascularisés. Ceci résulte d'une réponse adaptative induite entre autres par HIF-1q, le
facteur 1o induit par l'hypoxie (Hypoxia Inducible factor 1a). Ce facteur de
transcription, induit par de faibles tensions d’'oxygéne caractéristiques des gliomes,
permet I'expression de ses génes cibles, dont GLUT1 et VEGF. Ce dernier stimule la
croissance des cellules endothéliales qui tapissent l'intérieur des vaisseaux sanguins et,
conséquemment, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin d’assurer une
meilleure perfusion de la tumeur (Semenza, 2003). A cet effet, une quatriéme lignée
cellulaire a été utilisée pour I'étude, soit les cellules endothéliales microvasculaires de

cerveau, les HMBEC.
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Depuis plusieurs années déja, le lien entre I'augmentation de cancers et la diéte est
désormais d’'une évidence indéniable. D’ailleurs, plusieurs études épidémiologiques se
sont penchées sur l'association entre le risque de développer un gliome et
I'alimentation, se demandant par exemple si certains composés des viandes rouges et
transformées pouvaient 'augmenter, ou encore si les fruits et les légumes pouvaient le
diminuer (Boeing, Schlehofer, Blettner, & Wahrendorf, 1993) (Dubrow, et al., 2010) (Li,
2014). De fagon générale, la viande étant a éviter, un apport généreux de fruits, légumes,
grains entiers et épices est recommandé, car ces aliments contiennent d’'importantes
proportions de phytochimiques connus pour leurs propriétés anticancer. Parmi celles-
ci, la capacité antioxydante d’'une diéte riche en polyphénols serait un des mécanismes,
avec l'induction de I'apoptose, responsables de la modulation de la progression et de
I'agressivité des gliomes (Pouliquen, et al.,, 2008). Les fruits et les fleurs de sureau font
partie de cette catégorie d’aliments dits fonctionnels : les baies d’'un mauve presque noir
posseédent une majorité d’anthocyanes et de flavonoides et les fleurs, non pigmentées,
contiennent plusieurs flavonols, dont la rutine, toutes des molécules trés antioxydantes
(Pandey & Rizvi, 2009). Un extrait de fleurs de sureau du Canada (cultivar Scotia) et
trois extraits de baies, deux extraits provenant des cultivars Kent et Scotia ainsi qu'un
extrait concentré pressé a froid (Immunia™, Fruitomed Inc.) obtenu a partir d'un
mélange des baies provenant des deux cultivars ont donc été testés sur trois lignées de
gliomes et une lignée de cellules endothéliales cérébrales. Nous avons démontré pour la
premiere fois qu’il était possible de bloquer leur prolifération cellulaire in vitro en
altérant la régulation de leur cycle cellulaire et en induisant 'apoptose en conditions

normoxiques et hypoxiques.

Validation des conditions de culture

Nous avons premiérement validé les conditions normoxiques et hypoxiques en
observant I'expression génique de facteurs induits par de faibles tensions d’oxygene.
Comme attendu, aprés incubation de 48h des quatre lignées cellulaires en condition
hypoxique, les niveaux d’expression géniques de VEGF et de GLUT1 étaient
significativement augmentés par rapport aux cellules cultivées en normoxie. En effet, les

oligodendrogliomes anaplasiques sont connus pour leur haut niveau de VEGF et leur
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prolifération endothéliale soutenue (Christov & Gherardi, 1999). De plus, le marqueur
moléculaire d’hypoxie GLUT1 serait un efficace moyen de prédire le pronostic des
patients atteints de cette tumeur (Abraham, Hu, & Jensens, 2012). Les glioblastomes
sont également reconnus pour la surexpression de VEGF et de GLUT1 Ia ot les niveaux
de HIF-1la sont les plus élevés, soit dans la zone intermédiaire de la tumeur ou se
situent les cellules pseudo-palissadiques hypoxiques (Semenza, 2003) (Labak, et al,
2016). Ces hausses d’expression corrélent également avec le grade de la tumeur, la
vascularisation et la mortalité des patients (Semenza, 2003). Pour ce qui est des cellules
endothéliales, il est reconnu qu’elles augmentent I'expression de VEGF, mécanisme qui
leur permettrait de survivre dans des conditions peu favorables comme le manque de
nutriments et d’oxygéne (Ueda, Nakagawa, Kubota, Ido, & Sato, 2005). Il est donc clair
ici que nos modeles cellulaires, soumis a différents taux d’oxygénation, reflétent ce qui

est observé dans la littérature.

Inhibition de la prolifération cellulaire par les extraits de baies et de fleurs de
sureau du Canada

Les quatre extraits inhibent la prolifération des quatre lignées cellulaires en fonction de
la concentration, a la fois en normoxie et en hypoxie. Cette derniére condition est
généralement non viable, mais les réponses adaptatives au stress hypoxique
qu’induisent les cellules cancéreuses leur permettent de survivre et méme de proliférer,
et contribuent au phénotype malin et agressif des cancers. L’hypoxie chronique chez les
tumeurs solides rend d’ailleurs ces derniéres résistantes a la radiothérapie et a la
chimiothérapie (Harris, 2002). L'inhibition ici par les extraits de sureau, a la fois en
normoxie et en hypoxie, démontre donc un potentiel intéressant et prometteur contre la
croissance des tumeurs solides dans leur microenvironnement réel, soit un ensemble de

cellules soumis a un gradient d’oxygene.

Parmi les trois extraits de baies, I'extrait concentré s’est montré le plus efficace dans
I'inhibition de la prolifération des quatre lignées cellulaires. Les valeurs d'ICso sont

toutefois plus faibles en normoxie qu’en hypoxie, démontrant le phénotype résistant
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des cellules hypoxiques illustré dans la littérature, ainsi qu’une inhibition préférentielle
en condition normale d’oxygéne (Table 2.1). De plus, l'effet de l'extrait concentré
s'observe sans distinction particuliére pour les lignées cellulaires choisies, les courbes
d’inhibition et les valeurs d’'ICso étant sensiblement les mémes, démontrant que cet
extrait peut cibler de fagon équivalente la prolifération de gliomes de différents grades.
On peut raisonner que puisque cet extrait provient de deux cultivars et qu'il est
concentré a froid, celui-ci contient une plus grande concentration de molécules
bioactives, potentiellement aptes a bloquer plus efficacement la prolifération,
comparativement aux extraits non concentrés. En normoxie, les extraits obtenus des
fruits Kent et Scotia ont démontré des effets similaires pour I'ensemble des lignées
testées, I'extrait Scotia étant légerement plus efficace chez les glioblastomes et les
cellules endothéliales, mais équivalent a l'extrait Kent chez les cellules Hs 683. En
hypoxie, l'extrait Kent s’est montré plus efficace que l'extrait Scotia a inhiber la
prolifération de trois des quatre lignées (U-138 MG, Hs 683 et HBMEC). Il semble donc
que chaque extrait possede un effet inhibiteur préférentiel selon la condition
d’oxygénation et, suivant le méme raisonnement mentionné plus haut, il est possible de
se demander si, des cultivars Kent et Scotia, un des deux posséde des concentrations
plus importantes d’anthocyanes individuelles ou totales, ou méme de composés
phénoliques. Quelques travaux ont comparé la composition en anthocyanes des espéces
de sureau (nigra vs canadensis) ou une distinction claire s’établit entre celles-ci
(Jordheim, Giske, & Andersen, 2007), mais ce méme exercice entre cultivars d'une
méme espéce est plus ardu. Aussi, plusieurs autres facteurs influencent la composition
phénolique des fruits et des extraits de fruits, incluant 'année de récolte et les
conditions climatiques, la fagon de cultiver les plants, la récolte et I'entreposage, la
maturité des baies en plus des techniques d’analyse des composés (Lee & Finn, 2007). I
faut donc analyser les données avec précaution lorsqu'’il s’agit de comparer les cultivars
de Sambucus canadensis entre eux. A cet effet, Lee et Fin (2007) ont rapporté les
concentrations totales d’anthocyanes de Scotia pour deux années consécutives et par
deux méthodes différentes. Les résultats obtenus étaient considérablement différents
les uns des autres, mais démontrant tout de méme l'importance de I'année de récolte,

peu importe la méthode d’analyse. Aussi, il est établi que le cultivar Kent posséde une
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concentration d’anthocyanes plus faible que le cultivar Scotia soit 470 mg/100 g
comparativement a 598 mg/100 g de baies fraiches (Filiere des plantes médicinales
biologiques du Québec, 2010). Il serait donc tentant de penser que Scotia posséde un
pouvoir antiprolifératif plus puissant que le cultivar Kent grace a ses plus hauts niveaux
d’anthocyanes, mais ce dernier étant plus efficace en hypoxie, il est difficile d’en tirer
une conclusion. De plus, il aurait été intéressant de comparer les concentrations de
phytochimiques autres que les anthocyanes comme les flavonoides et les acides
phénoliques, mais les données sont absentes de la littérature pour le cultivar Kent.
Toutefois, toujours selon Lee et Fin (2007), les données de plusieurs cultivars d’'une
méme espéce sont relativement similaires entre elles. D’autres composés bioactifs
pourraient également agir au niveau de la prolifération. En effet, plusieurs autres
polyphénols sont contenus dans les baies de sureau et il est raisonnable de penser qu'’ils
sont également responsables des propriétés anticancer ou qu'ils agissent en synergie
avec les anthocyanes. En somme, les extraits de sureau du Canada ont montré des effets
antiprolifératifs sur les trois lignées de gliomes testées, ainsi que sur les cellules
HBMEC, démontrant un potentiel a prévenir la formation de tumeurs et de leur

néovascularisation, a la fois en normoxie et en hypoxie.

Pour ce qui est des fleurs, I'extrait est parvenu a inhiber la prolifération des quatre
lignées cellulaires en fonction de la concentration, mais moins efficacement que les
extraits de baies. Pour chaque lignée cellulaire, I'inhibition était beaucoup plus grande
en normoxie qu’'en hypoxie, démontrant encore une fois le caractére résistant des
cellules hypoxiques observé également avec les extraits de baies. En comparant les
valeurs d’'ICso en normoxie, on constate que les deux glioblastomes, particuliéerement les
U-87 MG, sont les plus affectés par I'extrait de fleurs. Par contre, aucune des lignées n’a
pu étre inhibée a 50% en condition hypoxique. On remarque que les concentrations
utilisées pour l'extrait de fleurs sont supérieures a celles utilisées pour les baies, et ce,
pour des résultats moins remarquables, suggérant que le potentiel antiprolifératif des
baies serait causé par leurs pigments, les anthocyanes. Il y a cependant des molécules
bioactives dans les fleurs qui leur permettent de bloquer la prolifération des cellules de

fagon significative. En effet, la rutine (quercétine -3-rutinoside) représente le composé
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phénolique retrouvé majoritairement dans I'extrait concentré de fleurs de sureau du
Canada, selon une analyse confidentielle de I'INAF (Qc.). En comparaison, une étude
récente fait mention de profils phénoliques différents dans les boissons aqueuses
traditionnelles d’Europe du Nord-Est fait a base de fleurs de sureau noir, les dérivés
d’acide cinnamique et les flavonols totalisant plus de 98% des polyphénols retrouvés.
La rutine représentait plus de 75% des flavonols (Mikulic-Petkovsek, Samoticha, Eler,
Stampar, & Veberic, 2015). Il semble donc évident que les bienfaits associés a la fleur de
sureau, considérée comme antioxydante, anti-inflammatoire et neuroprotective (Thi Ho,
Wangensteen , & Barsett, 2017) (de Rus Jacquet, et al,, 2017), soient en partie causés
par ce composé. D’autres études ont démontré plusieurs autres activités
pharmacologiques de la rutine, incluant des capacités neuro- et cardioprotectives
(Ganeshpurkar & Saluja, 2017). Un groupe de chercheurs a méme démontré que la
rutine peut diminuer la croissance et la taille de tumeurs de leucémie humaine dans un
modeéle murin de xénogreffe (Lin, et al., 2012). Toutes ces données semblent donc
démontrer que la rutine contenue dans notre extrait de fleurs de sureau, ainsi que
possiblement d’autres flavonols et acides phénoliques, posséde une action
antiproliférative et que ceci contribue a l'inhibition des quatre lignées cellulaires
tumorales. Cependant, ce travail représente la premiére étude caractérisant les
propriétés antiprolifératives de fleurs de sureau du Canada, il est donc impossible de les

comparer avec les données de la littérature.

Perturbation du cycle cellulaire et induction de I'apoptose par les extraits de
sureau

L’inhibition de la croissance cellulaire par certains médicaments ou composés naturels
peut se faire de fagon cytostatique, en bloquant la division des cellules, ou de fagon
cytotoxique, en altérant leur survie. De ce fait, la division et la mort cellulaire
programmée sont les deux principales composantes de I’homéostasie de la croissance
cellulaire. C'est donc ce que nous avons voulu investiguer avec les expériences
subséquentes. Pour approfondir la compréhension du potentiel antiprolifératif des
extraits de sureau du Canada, nous avons étudié les phases et les protéines régulatrices

du cycle cellulaire, dont les perturbations induites par des drogues et des extraits
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naturels, incluant les polyphénols, précédent souvent l'induction de l'apoptose
(Huschtscha, Bartier, Andersson Ross, & Tattersall, 1996) (Sun & Hai Liu, 2006). Les
étapes du cycle cellulaire servent a réguler le processus de division des cellules afin que
les générations futures conservent l'intégrité du matériel génétique. Une des fagons de
bloquer la prolifération est d’altérer les niveaux d'expression et les fonctions des
protéines régulatrices du cycle, ce qui empéche les cellules de progresser a travers les
phases du cycle. Comme bien d’autres cancers, les glioblastomes accumulent des
mutations dans ces genes, comme celui responsable de la protéine CDK4 (Kaur, Tan,
Brat, Post, & Van Meir, 2004). Aussi, restaurer la fonction premiére des points de
controle (checkpoints) en ciblant et en altérant les protéines qui régulent le cycle, tout
comme prévenir les dommages a ’ADN en adoptant une diéte antioxydante, constituent
des moyens d’éviter l'initiation et la promotion de cancers (Hartwell & Kastan, 1994).
Plusieurs études sur le potentiel antiprolifératif d’extraits riches en polyphénols envers
diverses lignées tumorales ont été réalisées, démontrant plusieurs mécanismes d’action
possibles. Par exemple, les anthocyanes provenant de la myrtille affectent directement
I'organisation des microtubules des cellules de cancer du sein, provoquant ainsi
I'accumulation des cellules dans la phase G2/M (Nguyen, et al, 2010). D’autres
chercheurs ont également démontré une inhibition de la prolifération par des extraits
de pommes rouges, causée par un arrét des cellules en phases S et G2/M, le tout marqué
par une induction de p21 et une baisse de la phosphorylation de la MAP kinase ERK
(Fiorella, et al, 2015). La prévention des gliomes et l'inhibition de l'angiogenése
tumorale par les aliments font également I'objet de recherches, démontrant entre autres
les différents potentiels anticancer de composés dérivés de végétaux, que ce soit in vitro
ou in vivo (0ak, El Bedoui, & Schini-Kerth, 2005) (Liuy, et al., 2007) (Hogan, et al., 2010).

De fagon générale, les baies ont causé un arrét des cellules dans les phases S (réplication
de I'ADN) et G2/M (croissance et mitose) du cycle cellulaire, conséquemment
accompagné d’'une diminution des cellules en phase GO/G1. Ceci a été observé en
normoxie et en hypoxie pour les lignées U-87 MG, Hs 683 et HBMEC. Pour les cellules U-
138 MG en normoxie, les baies n’ont pas provoqué de changement significatif dans la

distribution des phases, tandis qu’en hypoxie, contrairement a la tendance remarquée
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pour les autres lignées, les extraits de baies ont causé une accumulation des cellules en
G0/G1, induisant une diminution des cellules dans la phase G2/M. Il est a noter que les
effets des trois extraits de baies sont similaires entre eux, a I'instar de leur potentiel
antiprolifératif observé plus haut. De fagon globale, la réduction des niveaux
d’expression des cyclines D1 et D3 et des CDK-2, -4 et -6 chez ces cellules expliquent en
partie la distribution anormale des cellules dans les phases du cycle cellulaire. Les
phases S et G2/M sont contr6lées par les complexes formés des cyclines A et B et des
kinases CDK1 et CDK2. Les cellules sont bloquées dans ces phases lorsque ces protéines
sont diminuées (Malik, Zhao, Schoene, Guisti, Moyer, & Magnuson, 2003) et nous avons
pu ici observer une diminution de I'expression de CDK2 dans les deux conditions de
culture, chez les Hs 683, les U-138 MG et les HBMEC. La baisse de l'expression des
protéines formant le complexe cycline D et CDK4/6 suggére généralement un arrét des
cellules en G1 (Sun & Hai Liu, 2006) (Boivin D., Blanchette, Barrette, Moghrabi, &
Béliveau, 2007), mais il n’est pas anormal dans les cas d’arréts en phase S et G2/M. Par
exemple la cycline D1, active dans la phase G1, doit absolument étre ihhibée des
I'initiation de la phase S afin que celle-ci puisse débuter, mais doit étre induite a
nouveau a la phase G2 chez les cellules qui sont toujours engagées dans le cycle (Yang,
Hitomi, & Stacey, 2006). Il est donc normal pour des cellules bloquées en phase S d’avoir
de bas niveaux de cette protéine, mais il est également possible que ce soit di au fait
que les cellules bloquées dans la phase G2 /M, donc désengagées du cycle, en conservent
une faible expression. De plus, de fagon intéressante, un groupe de chercheurs a
démontré que les arréts prolongés en phase S induits par un stress plutét que par des
lésions a 'ADN peuvent étre causés par un mécanisme indépendant de I'induction de
p53 et de p21. IIs ont montré une diminution de I'expression de CDK4, de la cycline E, de
p21 et de p27 en fonction du temps et une expression stable de la cycline A et de
'activité kinase de CDK2, toutes deux nécessaires a la phase de réplication (Borel,
Lacroix, & Margolis, 2002). Puisque les résultats obtenus concernant les niveaux
protéiques de p21 et de p27 sont, a premiére vue, contradictoires, il serait raisonnable
de penser qu’'un tel mécanisme puisse avoir lieu dans les lignées cellulaires ou leur

expression est diminuée. D'une autre part, la hausse de I'expression des CKI p21 et p27
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chez certaines lignées peut également expliquer la diminution de la prolifération

cellulaire.

Les fleurs de sureau, quant a elles, ont principalement causé un arrét des cellules
tumorales dans la phase G2/M tout en faisant diminuer la phase S et la phase GO/G1.
Ceci est particuliéerement remarquable dans les deux conditions chez les Hs 683 et les U-
87 MG et en normoxie chez les U-138 MG. Ces résultats sont soutenus par des
perturbations au niveau des protéines régulatrices du cycle, variant selon les lignées
cellulaires. Pour les U-87 MG par exemple, les cyclines D1 et D3 ainsi que la kinase CDK2
ont été inhibées de fagon plus efficace en normoxie qu’'en hypoxie, ce qui pourrait
expliquer le plus grand pourcentage de cellules arrétées en G2/M en normoxie. A
I'opposé, les niveaux d’expression protéique des cyclines et de CDK6 ont été
grandement affectés dans les deux conditions d’oxygénation chez les Hs 683, en plus de
I'induction de p27, expliquant possiblement leur grande sensibilité a I'extrait de fleurs.
Aucun changement significatif n'a été observé chez les cellules endothéliales quant a
I'analyse des phases du cycle cellulaire, quoique le niveau d’expression de plusieurs
protéines est affecté. Fait intéressant, des chercheurs en Chine, ou la rutine y est
considérée comme médecine traditionnelle, ont démontré son activité anticancer sur
des cellules de neuroblastome humain, incluant l'inhibition de la prolifération, un arrét

du cycle cellulaire en G2 /M ainsi que I'induction de 'apoptose (Chen, et al., 2013).

De plus, 'induction de la mort cellulaire programmeée par les extraits de baies et de
fleurs de sureau, suite a l'arrét des cellules cancéreuses dans le cycle cellulaire, est
cohérente avec plusieurs traitements d’origine alimentaire (Chen, Chu, Chiou, Chiang,
Yang, & Hsieh, 2005) (Jeong, Jang, Kim, Kwon, & Kim, 2010). Parmi nos quatre
traitements, les baies de sureau ont été les plus efficaces a induire significativement
I'apoptose, comparativement a celle observée par I'extrait de fleurs, démontrant encore
I'efficacité des pigments et des autres flavonoides contenus dans les baies. L'induction
de l'apoptose est donc une raison possible de I'inhibition de la prolifération observée

chez certaines lignées.
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Inhibition de la prolifération cellulaire par les polyphénols du sureau

Une fois I'activité antiproliférative des extraits de sureau établie et caractérisée, nous
avons voulu vérifier si les principales molécules retrouvées dans les baies pouvaient,
elles aussi, bloquer la prolifération des quatre mémes lignées cellulaires. Nous nous
sommes servis du profil polyphénolique confidentiel fourni par I'INAF, qui fait état des
principaux composés actifs retrouvés dans les extraits concentrés de baies et de fleurs
de sureau du Canada. Le profil s’est avéré similaire a ceux retrouvés dans la littérature :
les anthocyanes sont majoritaires dans les baies, la cyanidine-3-sambubioside -5-
glucoside (et ses dérivés d’acide paracoumarique) étant la plus abondante (Jordheim,
Giske, & Andersen, 2007) et les acides cinnamiques et les flavonols sont nombreux (Lee
& Finn, 2007). On retrouve parmi ces derniers les acides chlorogénique et
néochlorogénique ainsi que plusieurs quercétines glycosylées, dont la rutine. La rutine
est également le principal composé de I'extrait concentré de fleurs de sureau du Canada,
tout comme les fleurs de S. nigra (Mikulic-Petkovsek, Samoticha, Eler, Stampar, &

Veberic, 2015).

Les cinqg molécules naturelles seules ont su inhiber la prolifération des quatre lignées
cellulaires. En normoxie et en hypoxie, les plus efficaces d’entre elles furent la
cyanidine-3-sambubioside-5-glucoside et la quercétine-3-rutinoside (rutine). Leur
pouvoir antiprolifératif ainsi que leur grande abondance dans les baies ont
probablement grandement influencé les résultats obtenus. Un fait intéressant est la
grande efficacité de la rutine, composé principal des fleurs de sureau, qui peut sembler
surprendre vu l'absence de pigmentation des pétales, mais nous avons clairement
démontré ici que la rutine seule était efficace. De plus, dans l'objectif de valider que la
consommation d’aliments dans leur entiereté est préférable aux suppléments
alimentaires (Halsted, 2003), nous avons combiné les cinq molécules pures ensemble et
en avons également évalué la capacité antiproliférative. Tel qu’attendu, le mélange de
molécules (mix) s’est avéré le traitement le plus probant chez les quatre lignées
cellulaires en condition normoxique. En hypoxie, sauf pour les Hs 683 ol aucun effet n’a
été observé, le mix a également été le plus efficace chez les cellules endothéliales et les

deux glioblastomes. Comme nous, plusieurs autres études privilégient les extraits
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provenant d’aliments entiers contre diverses lignées cancéreuses et certains ont
également démontré que les molécules seules étaient moins efficaces en comparaison

aux extraits de fruits (Seeram, Adams, Hardy, & Heber, 2004) (Bontempo, et al., 2007).



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En somme, nous avons démontré et caractérisé les propriétés antiprolifératives des
baies et des fleurs de sureau du Canada envers trois lignées de gliomes et une lignée de
cellules endothéliales de microvaisseaux sanguins cérébraux. De par leur contenu riche
en anthocyanes, les baies se sont de loin montrées les plus efficaces. Cette inhibition de
la prolifération était causée par l'arrét de la division des cellules, observée par
I'accumulation de celles-ci dans les phases du cycle cellulaire, et associée a l'induction

de I'apoptose.

Comme d’autres études I'ont démontré, le risque de développer des tumeurs de cellules
gliales pourrait étre diminué grace a une diéte anti-inflammatoire et antioxydante
(Kyritsis, Bondy, & Levin, 2011), et notre recherche s’inscrit dans cette optique de
prévention. Nos extraits de sureau, en plus de contenir des molécules reconnues comme
étant antioxydantes, ont également montré des capacités anticancer et
antiangiogéniques. De plus, en analysant la propriété antiproliférative des molécules
pures, nous avons aussi établi l'importance d’inclure des aliments complets et
fonctionnels dans notre alimentation quotidienne. Chez I'humain, suivant l'ingestion
d'une dose d’aliments ou de boissons riches en anthocyanes (0,7-10,9mg/kg), la
concentration plasmatique de ces polyphénols, de l'ordre du nanomolaire (1-
100nmol/L), atteint sont maximum entre 0,5 et 2h (Prior & Wu, 2006). Malgré une
biodisponibilité faible des anthocyanes chez I'humain suivant I'ingestion d’aliments, ces
molécules ont vraisemblablement la capacité de traverser la BHE (Passamonti,
Vrhovsek, Vanzo, & Mattivi, 2005) (Fang, 2014) afin d’exercer leurs effets bénéfiques au
cerveau. Des études chez le rat et le cochon ont d’ailleurs démontré la présence
d’anthocyanes dans le cerveau suite a I'ingestion quotidienne de bleuets, et ce malgré
une concentration plasmatique d’anthocyanes inexistante dans le cas du cochon
(Andres-Lacueva, Shukitt-Hale, Galli, Jauregui, Lamuela-Raventos, & Joseph, 2005) (Kalt,
et al.,, 2008). Concernant les différentes formes glycosylées de quercétine, il semblerait

que la rutine soit la moins bien absorbée par notre systéme digestif. Aussi,
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contrairement aux anthocyanes, I'élimination des métabolites de la quercétine est
beaucoup moins rapide, ce qui pourrait possiblement augmenter sa biodisponibilité
avec un apport quotidien. En effet, le temps de demi-vie des métabolites dérivés de la
quercétine varient entre 11 et 28h et des concentrations plasmatiques de 'ordre du
micromolaire ont méme été observées (Manach, Williamson, Morand, Augustin, &
Rémésy, 2005). De plus, il semble que la rutine puisse également traverser la barriére
hématoencéphalique, du moins chez le rat, et ainsi délivrer ses actions bénéfiques (Hao,
Dong, Huo, Wen, Zhang, & Liang, 2016). Malgré le manque d'études sur la
biodisponibilité des polyphénols présents dans les extraits de fleurs de sureau (Thi Ho,
Wangensteen , & Barsett, 2017), celle des anthocyanes provenant de baies de sureau
d’Europe a été étudiée chez 'humain et les anthocyanes et leurs métabolites sont
retrouvés dans le plasma et dans l'urine (Milbury, Cao, Prior, & Blumberg, 2002) (de
Ferrars, Cassidy, Curtis, & Kay, 2014). Il est donc raisonnable de croire que les
anthocyanes et flavonols du sureau du Canada devraient également étre absorbés et
disponibles, et pourraient exercer un potentiel chimiopréventif envers les tumeurs
cérébrales, gliomes inclus. En plus de découvrir un aliment du terroir québécois et
d’encourager le commerce local, il est raisonnable de penser que I'ajout quotidien de

sureau du Canada dans notre alimentation soit bénéfique pour la santé.

Pour étudier en profondeur I'impact des extraits de sureau blanc, plusieurs expériences
complémentaires pourraient étre réalisées. Par exemple, l'induction des processus
angiogéniques, tels que la migration et la tubulogenése des HMBEC par des facteurs de
croissance sécrétés par les gliomes pourrait étre approfondie, en normoxie et en
hypoxie, par plusieurs techniques in vitro (xCELLigence) (Lamy et al., 2008). L’effet
potentiellement inhibiteur par les extraits de baies et de fleurs sur ces processus
pourraient ensuite étre établi. Il est certain qu’'une fois ce potentiel in vitro établi, il
serait plus que pertinent d’étudier les baies et les fleurs du sureau du Canada sur les
gliomes et sur le compartiment angiogénique in vivo. Les modéles in vivo, animaux ou
humains, représentent des approches essentielles pour une compréhension globale du
développement des cellules cancéreuses dans leur environnement, qui inclut toutes les

caractéristiques de la pathologie (Genne, 2002). Dans notre cas, un modéle murin de
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xénogreffe intracraniale de gliomes (Kaye, Morstyn, Gardner, & Pyke, 1986) serait
pertinent, afin de valider également le passage des molécules bioactives a travers la
BHE. La réduction du volume, du poids et de I'angiogenése par les traitements sont des
parametres a considérer (Perry, Demeule, Régina, Moumdjian, & Béliveau, 2010). Il est
également possible d’'induire le développement de gliomes par mutagenése (N-nitroso-
N-éthylurée) (Pouliquen, et al., 2008)). Ce groupe de chercheurs a d’ailleurs démontré
les bienfaits d’'une diéte riche en phytochimiques, comparativement aux rats nourris
avec la diete contrdle, en observant entre autres une diminution de l'incidence de
cancers et une augmentation de la survie, en particulier chez les mailes. Pour ajouter aux
expériences futures possibles, des études chez 'humain concernant entre autre le
métabolisme et la biodisponibilité des anthocyanes et autres flavonoides suite a
I'ingestion de baies et extraits de fleurs de sureau blanc seraient intéressantes a
réaliser. La comparaison avec le sureau noir pourrait donc étre approfondie, concernant

entre autre la stabilité in vivo des anthocyanes, acylées chez les fruits du sureau blanc.
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