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RÉSUMÉ 

L'inflammation est un phénomène qui accentue le développement des maladies 
chroniques et cancéreuses. Dans certains cas, elle induit une altération de la barrière 
hémato-encéphalique via la dérégulation de cellules immunitaires telles les 
macrophages et les lymphocytes T. Lors d'un dommage ou d'une infection, celles-ci 
s'activent, migrent au site infecté et libèrent les cytokines pro-inflammatoires telles 
que le facteur de nécrose tumorale TNF-a. Cette cytokine est fortement exprimée 
dans les glioblastomes et joue un rôle clé dans la progression tumorale cérébrale, un 
cancer hautement résistant aux traitements conventionnels. Ainsi, dans un cadre de 
prévention, l'inhibition du TNF-a représente une cible stratégique pour contrer 
l'inflammation associée au développement des glioblastomes. Étant donné que plus 
d'un tiers des cancers est relié aux habitudes alimentaires, les molécules d'origine 
nutraceutique représentent des agents de choix pour la chimioprévention. Plusieurs 
effets préventifs sur les maladies chroniques et cancéreuses ont été associés à la diète 
traditionnelle méditerranéenne basée essentiellement sur la consommation de l'huile 
d'olive. Ce nutriment est très riche en composés phytochimiques connus pour leurs 
pouvoirs anti-inflammatoires et antitumoraux. À ce jour, il n'existe pas d'études qui 
ont documenté les effets de l'huile d'olive sur le cancer du cerveau. Pour ce faire et 
afin de cibler l'action du TNF-a sur l'inflammation induite dans un modèle de 
glioblastome multiforme U-87, nous avons testé l'effet de quatre composés de l'huile 
d'olive soient l'hydroxytyrosol (HT), le tyrosol (Tyr), l'acide oléique (AO) et 
l'oleuropéine (OL) sur l'expression de COX-2 et de son produit de catalyse les 
prostaglandines (PGE2), ainsi que sur les voies NF-KB et MAPKs (ERK et JNK). 
Dans la présente étude, nous avons démontré que, parmi les quatre composés testés, 
Tyr et AO inhibent l'inflammation orchestrée par le TNF-a in vitro dans les cellules 
U-87. Cet effet se reflète sur l'inhibition de l'expression des COX-2 et a été confirmé 
par l'inhibition de la libération des PGE2 dans le milieu extracellulaire. Nous avons 
également démontré que les facteurs de croissance sécrétés par les cellules U-87 en 
présence de Tyr et AO atténuent la migration des cellules endothéliales 
microvasculaires humaines du cerveau (HBMECs). Ceci nous renseigne sur l'effet 
de ces molécules sur l'interaction entre le microenvironnement tumoral et 
l'endothélium vasculaire. Nous suggérons que les mécanismes responsables de ces 
effets soient attribués à l'action inhibitrice des composés sur l'activation des voies de 
signalisation intracellulaires NF-KB et MAPKs induites par le TNF-a. Notons que les 
effets de Tyr et AO sont observés à des concentrations qui peuvent être facilement 
absorbées par l'humain suite à une consommation d'huile d'olive. Ces découvertes 
permettent de mieux dévoiler les mécanismes cachés derrière l'activité anti­
inflammatoire des molécules de l'huile d'olive. Globalement, notre étude suggère que 
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ces molécules diminuent l'activité du TNF-a dans l'inflammation associée au cancer 
du cerveau. Cela pourrait contribuer à promouvoir les propriétés chimiopréventives 
des molécules de 1 'huile d'olive et représentera un pas de plus dans notre 
compréhension des mécanismes pouvant favoriser la prévention des glioblastomes. 

Mots clés: Glioblastome, inflammation, TNF-a, COX-2, régime méditerranéen, 
Tyrosol, Acide oléique, PGE2. 



INTRODUCTION 

Depuis plusieurs années, des études pathologiques et cliniques se sont intéressées à 

expliquer les effets positifs sur la santé associés au régime alimentaire des peuples 

vivant aux abords de la mer Méditerranée, notamment sur la prévention des maladies 

cardiovasculaires et de plusieurs types de cancer (Trichopoulou et Dilis, 2007). La 

diète méditerranéenne est pauvre en viandes rouges et en acides gras saturés dont la 

consommation abusive est nocive pour la santé. Elle est riche en légumes et fruits, 

sources importantes de fibres et d'antioxydants. Particulièrement, l'huile d'olive 

constitue la base essentielle du régime alimentaire méditerranéen et plusieurs études 

suggèrent que l'utilisation systématique de cette huile chez ces peuples pourrait être 

responsable en partie des effets préventifs sur les maladies cardiovasculaires et 

cancéreuses. En plus de son contenu en acides gras monoinsaturés, l'huile d'olive se 

distingue des autres huiles végétales (tournesol, soya et maïs) par la présence de 

plusieurs composés phénoliques qui lui confèrent une forte activité antioxydante et 

anti-inflammatoire (Cicerale et al., 2009). La contribution de ces molécules aux effets 

anticancéreux et les mécanismes d'actions associés à la consommation d'huile d'olive 

demeurent cependant peu connus. 

Le terme cancer englobe plus de 200 maladies différentes qui attaquent l'organisme 

vivant. Les cancers se distinguent des autres maladies par un taux élevé de mortalité 

et par une progression extrêmement rapide. Les glioblastomes font partie des tumeurs 

les plus vascularisées et agressives. Elles se caractérisent par un fort caractère 

infiltrant. Elles ont tendance à nécroser tous les tissus et les cellules adjacentes et à 

causer des phénomènes inflammatoires et des œdèmes (Khan et al., 2012; Jinang et 

al., 2010). Les glioblastomes sont des tumeurs cérébrales hautement résistantes aux 

traitements anticancéreux conventionnels. À ce jour, il n'existe pas de thérapie 



2 

efficace disponible ce qui incite les scientifiques à plutôt mettre en œuvre une 

démarche préventive (Khan et al., 2012). 

Des évidences cliniques et épidémiologiques suggèrent que le phénomène 

d'inflammation prédomine dans le cancer. Plusieurs recherches démontrent 

également que l'inhibition de l'inflammation chronique chez des patients atteints de 

maladies prémalignes, réduit les risques associés à celui-ci (Thun, Henley et Patrono, 

2002). Un processus antitumorigène devra dans ce cas être envisagé dans le but 

d'atténuer cette inflammation. De nombreuses cytokines sont retrouvées au sein des 

foyers inflammatoires. L'une d'entre elles, le facteur de nécrose tumorale (TNF)­

alpha, joue un rôle majeur dans l'orchestration de l'inflammation (Aggarwal, 

Shishodia, Sandur, et al., 2006). Différentes recherches ont démontré l'implication de 

ce facteur dans le caractère invasif des glioblastomes (Ryu et al., 2011 ), cependant 

aucune étude n'a été réalisée en vue d'évaluer les effets potentiels des composés 

majeurs de l'huile d'olive sur l'action du TNF-a contrairement à d'autres types de 

cancer (sein, prostate, côlon et intestins . .. ). 

Ceci nous mène à entreprendre une étude dont l' objectif initial consiste à déterminer 

les propriétés antitumorales et anti-inflammatoires des principaux composés 

phytochimiques présents dans l'huile d'olive afin de contrer la progression des 

glioblastomes. Le but principal de cette étude vise à identifier les mécanismes 

d'action de quatre composés majeurs de l'huile d'olive soient l'hydroxytyrosol (HT), 

le tyrosol (Tyr), l' acide oléique (AO) et l'oleuropéine (OL) sur l'action du TNF-a 

dans l'expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et la sécrétion des prostaglandines 

(PGE2) par les cellules de glioblastome U-87 et d'évaluer la régulation paracrine des 

facteurs de croissance tumoraux sur la migration des cellules endothéliales 

microvasculaires cérébrales humaines (HBMECs). 



CHAPITRE I 

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1 Le cancer 

1.1.1 Généralités 

Le terme cancer englobe plus de 200 maladies malignes qui attaquent le corps 

humain. Malgré l'avancement des outils diagnostics et de la recherche s'intéressant 

au cancer, l'éfficacité des traitements demeure faible (Henriksen et al., 2014). 

Comment se développe le cancer dans notre corps? Dans les conditions normales, les 

cellules de 1' organisme subissent périodiquement des renouvellements constants et 

programmés, lors de dérèglements, du vieillissement ou d'altérations cellulaires. Ce 

renouvellement ordonné et constant est le secret du bon développement et du 

fonctionnement d'une cellule saine. En l'absence de cette alternative, certaines 

cellules deviennent incapables d'obéir aux signaux et aux messagers intracellulaires 

reçus et perdent leur capacité à conserver ce phénotype de régulation (Almeida et 

Barry, 2011). Ceci entraîne une multiplication et une différenciation anarchiques et 

incontrôlées de cellules anormales qui envahissent non seulement les tissus adjacents, 

mais également les organes distants de la tumeur primaire (Stratton, Campbell et 

Futreal, 2009). On parle alors de l'apparition de tumeurs. Ce genre de 

dysfonctionnement peut être déclenché dans n'importe quel tissu du corps et évoluer 

pour donner plusieurs types de cancer, dont chacun, est unique en son genre (Almeida 

et Barry, 2011). 
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1.1.2 Statistiques 

Les cas de décès associés aux cancers sont élevés. Cette maladie maligne constitue la 

principale cause de mortalité au Canada et aux États-Unis depuis l'année 2005. Selon 

l'organisation mondiale de la santé (OMS), une personne sur deux sera atteinte d'un 

cancer au cours de sa vie. Toutes les 3 minutes, un diagnostic de cancer a été annoncé 

à une personne durant l'année 2015, et 191 300 nouveaux cas sont estimés dans la 

même année dont 70 % toucheront les personnes âgées de 60 ans et plus (OMS), 

76 600 décès seront causés par cette maladie chaque année (statistiques canadiennes 

sur le cancer, 2013). Ces statistiques ne cesseront d'augmenter pour atteindre près de 

300 000 cas en 2030 au Canada (OMS cancer). Les cancers attaquent généralement 

les hommes plus que les femmes. Les plus fréquents sont celui de la prostate chez les 

hommes et celui du sein pour les femmes, ainsi que le cancer des poumons et du 

colon (Li et al., 2012). Leur apparition est due à diverses causes telles que les 

mutations génétiques, 1 'exposition à des substances chimiques et des rayons et est 

étroitement liée aux habitudes et aux comporte!llents alimentaires qui représentent 30 

à 35% des cas (Anand et al., 2008) (Figure 1.1 ). 
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Figure 1.1 Importance relative des gènes dans le développement du cancer 
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(A) Le pourcentage de la contribution des facteurs génétiques et environnementaux 
dans le cancer. (B) Pourcentage de contribution de chaque facteur environnemental. 
Les pourcentages représentés indiquent la fraction attribuable aux décès par le cancer 
dus aux risques des facteurs environnementaux. Adaptée de (Anand et al. , 2008) 

1.1.3 La cancérogenèse 

Au cours du développement d'un cancer, plusieurs altérations affectent les gènes 

impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire ce qui permet aux cellules 

cancéreuses de développer une autosuffisance face aux signaux de croissance (Harris, 

1996). Les cellules tumorales semblent ainsi acquérir une résistance à certains 

signaux antiprolifératifs normalement assimilés par la cellule, ce qui leur permet de 

croître, d' activer l'angiogenèse, de migrer et de proliférer d'une manière excessive 

(Folkman, J., 1995). Ces processus peuvent se développer sur plusieurs années et se 

font par 1' intermédiaire de trois étapes majeures qui se résument dans: 1' initiation, la 

promotion et la progression (Béliveau et Gingras, 2007) (Figure 1.2). 
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Figure 1.2 Les étapes de la cancérogenèse 
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Les cellules saines sont exposées à des agents cancérigènes externes et intègrent une 
phase de promotion où elles subissent une prolifération excessive. Les oncogènes 
s'activent pour amorcer la progression tumorale. Les tumeurs sont cliniquement 
diagnostiquées à ce stade. Adaptée de (Béliveau et Gingras, 2007) 

La formation d' un environnement inflammatoire accentue la progression tumorale par 

la diffusion des globules blancs au foyer tumoral (Harris, 1996). De nombreuses 

enzymes telles que les cyclooxygénases (COX) et les métalloprotéinases matricielles 

(MMPs) contribuent à cette progression tumorale. En effet, lors du processus invasif, 

les cellules sécrètent les MMPs qui dégradent la matrice extracellulaire. Cette 

dernière est alors remodelée facilitant la migration des cellules de défense et 

cancéreuses. De telles conditions facilitent la capacité des cellules cancéreuses à 

proliférer et à envahir les tissus entrainant la formation des métastases (Hanahan et 

Weinberg, 2000; Harris, 1996). 
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1.1.4 Les glioblastomes 

Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales primaires les plus fréquentes et les plus 

agressives. Un glioblastome est formé d'un groupe de cellules ayant subit une 

prolifération anormale à l'intérieur de l'encéphale (Yin et al., 2008). Les 

glioblastomes multiformes sont des tumeurs cérébrales primaires les plus communes 

chez les adultes et comptent au moins 80% de gliomes malins. Ces tumeurs sont 

également connues sous le nom d'astrocytomes de grade IV. Les tumeurs cérébrales 

primaires causent la mort d'environ 12,000 patients chaque année au Canada et aux 

États-Unis (Société canadienne sur le cancer), (Khan et al., 2012). Malgré les 

recherches avancées visant les traitements disponibles tels que la radiothérapie, la 

chimiothérapie et la chirurgie, la moyenne de survie des patients après Je diagnostic 

ne s'est pas significativement améliorée ; la médiane de survie n'étant qu'à peine 

d'un an. Les gliomes malins sont hautement vascularisés et ont la capacité d'envahir 

et d'infiltrer les tissus cérébraux adjacents ce qui cause un dysfonctionnement des 

cellules normales. L'altération de plusieurs cascades de signalisation majeures, 

incluant la surexpression ou 1' activation de facteurs de croissance ou des mutations de 

gènes suppresseurs de tumeurs, a été observé dans les glioblastomes (Khan et al., 

2012). De plus, comme ceux-ci ont tendance à nécroser, ils créent une inflammation 

du tissu cérébral et des œdèmes (Deininger et al., 1999). Ces phénomènes mènent à 

une augmentation de la pression intracrânienne et sont à l'origine des divers 

symptômes délétères observés chez les patients atteints de glioblastomes (Chandana 

et al., 2008). 

1.2 Inflammation et cancer 

1.2.1 Impact de 1' inflammation sur la progression tumorale 

L'inflammation est un processus physiologique qui résulte d'une infection 

microbiologique pathogène, d'une irritation chimique ou d'une blessure (Philip, 

Rowley ·et Schreiber, 2004). Dans les conditions normales, les cellules immunitaires, 
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telles que les neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes T, migrent vers les 

sites des lésions tissulaires pour maintenir la défense et contrer sa progression. Dans 

certains cas, un dérèglement de la réponse immunitaire survient. Les cellules 

deviennent incapables de contrer 1' agent pathogène ou 1' infection et le 

développement d'une inflammation chronique survient (Lu, Ouyang et Huang, 2006). 

Les macrophages sont alors constamment actifs et produisent des niveaux élevés de 

cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumoral-alpha (TNF-a) · 

et les interleukines (ILs), d'enzymes inflammatoires (COX-1 et COX- 2, MMPs ... ) et 

de facteurs de croissance menant collectivement à un dommage de l'ADN et des 

tissus. Tous ces éléments contribuent à une prolifération cellulaire excessive et 

préparent un terrain favorable à l'installation de la tumeur et à sa migration vers les 

tissus adjacents (Figure 1.3) (Macarthur, Hold et El-Omar, 2004). 

Plus précisément, des études suggèrent que le TNF-a jouerait le rôle de médiateur 

entre l'inflammation et le cancer (Sethi, Sung et Aggarwal, 2008). L'existence d'un 

lien entre l'inflammation chronique et le cancer fut établie depuis plus de 150 ans 

lorsque Virchow a découvert que les cancers ont tendance à se développer dans les 

foyers d'inflammations chroniques (Balkwill et Mantovani, 2001). 
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Les cellules cancéreuses utilisent l'inflammation pour progresser. Elles sécrètent des 
messages destinés aux cellules inflammatoires situées à proximité, les forcent à 
relâcher un grand nombre de facteurs de croissance et de cytokines inflammatoires 
(TNF-a) . Ces facteurs activent le ' facteur nucléaire NF-KB qui augmente 
considérablement la production d' enzymes (COX-2, MMPs .. . ). Adaptée de (Béliveau 
et Gingras, 2006) 

Diverses études épidémiologiques supportent l'hypothèse que les maladies 

inflammatoires chroniques sont fréquemment associées à un risque plus élevé de 

cancers dans plus de 25 % des cas (Okada, 2014 ; Schetter, Heegaard et Harris, 

2010). En effet, un microenvironnement inflammatoire implique un réseau de cellules 

et de voies de transduction de signal qui sont indispensables à la progression 

tumorale. Ce réseau facilite l'angiogenèse et sert à activer le développement, 

l'invasion et le développement de métastases dans les cellules cancéreuses. A ce titre, 

des études ont démontré que la régulation à la baisse de l'inflammation chez des 

sujets prédisposés au cancer serait en mesure de réduire les risques associés à la 

progression de celui-ci. Ainsi, une régulation adéquate de la réponse inflammatoire 
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peut être envisagée comme un processus antitumorigène (Lu, Ouyang et Huang, 2006 

; Schetter, Heegaard et Harris, 2010; Thun, Henley et Patrono, 2002). 

1.2.2 Le facteur de nécrose tumoral TNF-a 

Le facteur de nécrose tumorale TNF-a est une glycoprotéine composée de 157 acides 

aminés. U a été isolé en 1975 à partir du sérum d'une souris traitée avec une 

endotoxine bactérienne ayant comme composé actif la toxine de Coley (van Horssen, 

Ten Hagen et Eggermont, 2006). Cette étude avait montré l'induction d'une nécrose 

hémorragique des tumeurs de la souris. Des années après son isolation, le TNF-a a été 

caractérisé comme étant un facteur de différenciation des lymphocytes T. Il appartient 

à la famille des cytokines inflammatoires et a été caractérisé comme le facteur clé 

dans la majorité des maladies inflammatoires (van Horssen, Ten Hagen et Eggermont, 

2006). 

Chez les humains, le gène TNF-a est localisé sur le chromosome 6. li est 

principalement produit suite à l'activation des macrophages, des monocytes et des 

lymphocytes T. Dans les cellules, le TNF-a est synthétisé sous forme de Pro-TNF qui 

est lié à la membrane et libéré lors du clivage de son prodomaine par l'enzyme de 

conversion du TNF-a (T ACE) (Saklatvala, Davis et Guesdon, 1996 ; van Horssen, 

Ten Hagen et Eggermont, 2006). 

Le TNF-a intervient aussi bien dans l' apoptose que dans la survie et la prolifération 

cellulaire. Dans les conditions basales et lorsque sa sécrétion est contrôlée, le TNF-a 

tend à établir un certain équilibre entre les processus cités précédemment (Figure 

1.4 ). Il joue un rôle essentiel dans les réponses immunitaires et les phases 

inflammatoires (Aggarwal, 2003; van Horssen, Ten Hagen et Eggermont, 2006). 
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TNF-a ainsi que d' autres ligands de sa superfamille (VEGI (Vascular endothelial 
growth inhibitor), CD95L. .. ) jouent un rôle de médiation entre les signaux 
apoptotiques et prolifératifs. L' activation de la voie anti-apoptotique se fait par NF­
KB et implique TRAF1 (TNF receptor associated factor 1), les inhibiteurs d' apoptose 
1 et 2 (IAP1 et 2), les survivines, les BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large) , les 
DCR (Decoy receptor). Ces protéines inhibent les différentes étapes de l' apoptose. 
Par exemple, le DCR bloque les récepteurs, les survivines inhibent l' activation de la 
caspase-3 et 8 qui activent la voie de l' apoptose, l'IAP diminue la caspase 9 tandis 
que les BCL-XL empêchent la mitochondrie de libérer le cytochrome-c pour inhiber 
ainsi l ' activation de la caspase 9. Adaptée de (Aggarwal, 2003) 
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1.2.3 Les récepteurs du TNF-a 

L'action du TNF-a est amorcée dès sa liaison à ses deux récepteurs membranaires 

TNF-R1 (p55 ou D120a) et TNF-R2 (p75 ou D120b) qui, après activation, sont eux­

mêmes couplés à des cascades de signalisation intracellulaires induisant le 

déclenchement de la réponse inflammatoire (Al-Lamki et Mayadas, 2014 ; Sama et 

al., 2012). Le TNF-a se lie au TNF-R1 pour activer diverses cascades menant 

essentiellement à l'apparition de deux processus : l'apoptose (via la caspase 3, 8 et 9) 

et la prolifération cellulaire (via l'activation des gènes pro-inflammatoires) (figure 

1.5) (van Horssen, Ten Hagen et Eggermont, 2006). TNF-Rl est le plus impliqué 

dans les processus pathologiques, alors que TNF-R2 est connu plutôt pour sa capacité 

à déclencher le chevauchement des événements de signalisation intracellulaire (Mao 

et al., 2010 ; Zhang, H. L. et al., 2012). Au niveau des macrophages, les effets anti­

inflammatoires du TNF-a sont régulés via TNF-R2 (Masli et Turpie, 2009). 
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Le TNF-a active la voie des caspases 3, 8 et 9 et la voie rnitochondriale via son 
récepteur TNF-Rl pour induire l'apoptose. li active d'une autre part les MAPKKs 
MEKKl, 3 et 7 pour activer les voies p38MAPK et c-fos/c-jun ainsi que la voie 
IKB/NFKB pour induire la transcription des gènes inflammatoires et promouvoir la 
prolifération et la survie cellulaire. Adaptée de (van Horssen, Ten Hagen et 
Eggermont, 2006) 

1.2.4 Le rôle du TNF-a dans l'inflammation et le cancer 

Plusieurs études confirment que le TNF-a est impliqué dans le phénomène 

inflammatoire induit dans de nombreux types de cancer (Sethi, Sung et Aggarwal, 

2008). Dépendamment de son interaction avec ses récepteurs, TNF-a peut démontrer 

des propriétés pro-inflammatoires qui s'expliquent par sa capacité à activer NF-KB , 

un inducteur clé de l'oncogenèse (Lin et Karin, 2003) (Figure 1.6). ll peut 
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directement activer la progression du cancer en facilitant la prolifération et la survie 

des cellules néoplasiques (van Horssen, Ten Hagen et Eggermont, 2006). 

Mis à part son pouvoir inflammatoire, le TNF-a présente des propriétés antitumorales 

qui se résument dans son habileté à activer la Caspase-3 et à induire l'apoptose. 

L'ensemble de ces propriétés le classe parmi un des facteurs le plus impliqué dans les 

maladies ayant des phases inflammatoires et immunitaires notamment dans les 

cancers (Sama et al., 2012 ; Zhang, H. L. et al., 2012). La production constitutive de 

TNF-a par le microenvironnement tumoral et inflammatoire est une caractéristique de 

plusieurs tumeurs malignes et est souvent associée à des pronostiques défavorables. 

Dans la plupart des cancers, TNF-a active NF-KB qui entraine l'expression des gènes 

associés à l'inflammation telle que l'augmentation de l'expression des 

cyclooxygénases-2 (COX-2) (Schetter, Heegaard et Harris, 2010 ; Wu et Zhou, 

2010). 

Tl\F ·u 

1 
-- Oncogenèse 

_T 

1.6 NF-KB, un régulateur clé dans l'oncogenèse 

NF-KB a un double rôle: En plus de promouvoir la croissance cellulaire, son 
activation inhibe la voie apoptotique supportant ainsi l'oncogenèse. Adaptée de (Lin 
et Karin, 2003) 
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De telles activations sont associées à différents aspects de l' oncogenèse, spécialement 

dans la prolifération cellulaire cancéreuse, dans 1' inhibition de l' apoptose et dans 

l'augmentation des métastases. Ces activations, induites par le TNF-a, contribuent 

significativement au développement du cancer à travers l'inflammation (Schetter, 

Heegaard et Harris, 2010; Wu et Zhou, 2010). 

1.2.4.1 L'activation des COX-2 par le TNF-a 

Les COXs sont des complexes enzymatiques purifiés en 1976 et clonés en 1988 

(Vane, Bakhle et Botting, 1998) et comptent trois membres dans leur famille : les 

COX-1, les COX-2 et les COX-3. Les COX-1 montrent une expression généralement 

constante dans les conditions pathologiques et physiologiques (Smith, Garavito et 

DeWitt, 1996). Les COX-3 présentent une séquence d'acides aminés différente des 

COX-1 (rétention de l'intron-1), et ne semblent pas être impliqués dans la synthèse 

des prostaglandines chez les humains (Kis, Snipes et Busija, 2005). Contrairement 

aux autres cités précédemment, les COX-2 jouent un rôle important dans la réponse 

inflammatoire, dans le contrôle de la croissance cellulaire et dans la synthèse des 

prostaglandines (Vane, Bakhle et Botting, 1998). Ils sont inductibles aux sites 

inflammatoires par les facteurs pro-inflammatoires (cytokines: TNF-a et interférons : 

IFN-"( ... ) (Hussein et al., 2012 ; Onguru et al., 2008). De plus, ils sont présents au 

niveau du cerveau et du cortex où ils sont impliqués dans la transmission nerveuse, 

particulièrement lors de l'induction de la fièvre et de la douleur. Au sein des tumeurs 

gliales, les COX-2 sont impliqués dans l'angiogenèse, la progression et l'invasion 

tumorale (Onguru et al., 2008) 

Ces enzymes appelés également prostaglandines H2 synthétase (PGHS) jouent un rôle 

primordial dans l'activation de la voie de la biosynthèse de la prostaglandine, un 

médiateur important dans le processus inflammatoire. En effet, cette cascade de 

synthèse est déclenchée par l'acide arachidonique (AA) (Hussein et al., 2012) qui est 
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libéré à partir des phospholipides de la membrane cellulaire par les phospholipases 

A2, Cet D. En adoptant un métabolisme dépendant de l'activité des COXs, il s'oxyde 

pour produire le PGG2 (H ydroperox y endoperoxide) qui s'oxyde à son tour pour 

synthétiser le PGH2 (Hydroxy Endoperoxyde) (Simmons, Botting et Hla, 2004). À ce 

niveau, une panoplie de mécanismes enzymatiques et non enzymatiques interviennent 

pour transformer le PGH2 en prostaglandines E2 (PGE2) et en d'autres prostanoïdes 

primaires (Burdan, Chalas et Szumilo, 2006) (Figure 1.7). La surexpression des 

COX-2 a été observée chez plusieurs cancers humains incluant le cancer du sein, du 

côlon, de la peau et de la prostate (Ruegg, Dormond et Mariotti, 2004). La région 

promotrice du gène COX-2 démontre des séquences de reconnaissance pour une 

variété de facteurs transcriptionnels dont NF-KB qui est un coordonnateur clé dans 

l'oncogenèse et le processus inflammatoire (Huang et al., 2003). 
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En présence des cyclooxygénases, l'acide arachidonique induit les deux premières 
étapes de la production des prostaglandines PGG2 et PGH2 qui produisent les 
prostaglandines PGF2, PGD2 et PGE2 (responsable de l'inflammation médiée par les 
COX-2) par le biais de diverses enzymes. Adaptée de (Simmons, Botting et Hla, 
2004) 
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1.3 Les voies de signalisation activées par le TNF-a 

1.3.1 La voie NF-KB 

Le facteur nucléaire kappa B (NFKB) est un facteur de transcription qui joue un rôle 

majeur dans le système immunitaire (Bonizzi et Karin, 2004). ll régule l'expression 

de certaines cytokines, de l'oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS), des COXs et 

des facteurs de croissance tels que le facteur de croissance épidermique (EGF) et le 

facteur de croissance transformant (TGF) (Lin et Karin, 2003). Il agit comme 

activateur de la prolifération et de la survie cellulaire, et empêche l' induction de 

l'apoptose (van Horssen, Ten Hagen et Eggermont, 2006). Une dérégulation de cette 

voie alimente les maladies auto-immunes et inflammatoires, dont les maladies 

tumorales (Memet, 2006). Il appartient à une famille composée de cinq facteurs de 

transcription : p50, p52, ReiA (p65), cRel et ReiB. p52 et p 50 sont activés par leurs 

précurseurs respectifs p100 et p 105. Les sous unités de la famille NF-KB activent les 

gènes via leur région d'homologie Rel, un domaine de liaison et de dimérisation 

hautement conservé. L' hétérodimère composé des sous-unités p50 et p65 reconnaît 

les sites KB se trouvant dans les régions promotrices cis du gène et modulent son 

expression génique (Lin et Karin, 2003). 

En plus de son implication dans les maladies chroniques inflammatoires, une 

activation continue de ce gène a été documentée chez les sujets atteints de leucémie, 

de lymphome ainsi que du cancer du côlon, de la prostate et des ovaires (Rayet et 

Gelinas, 1999). L'activation de la voie NF-KB initie une cascade d 'événements 

résultant de la formation du complexe TNF-a-TNFR -1. Lors de cette liaison, la 

protéine SODD (silencer of death domain) est libérée, la protéine TRADD se lie alors 

au domaine de mort (DD) du TNFR-1, et recrute les protéines adaptatrices : RIP, 

TRAF-2, et FADD, qui , à leurs tours recrutent des molécules clés qui sont 

responsables d'activer divers signaux intracellulaires (Rath et Aggarwal, 1999). 

Lorsque le TNFR-1 est activé, la survie cellulaire est induite. La protéine TRAF-2 est 
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recrutée au complexe formé préalablement cité, et inhibe la voie de l'apoptose en 

activant la protéine clAP (inhibiteur d'apoptose cytoplasmique) (van Horssen, Ten 

Hagen et Eggermont, 2006). La résultante majeure de la signalisation des protéines 

TRAF-2 et RIP, s'illustre dans l'activation NF-KB, via l'activation de la kinase 

d'induction de NF-KB (NIK), la kinase d'inhibition de KB (IKK) et la 

phosphorylation de l'inhibiteur de KB (IKB). Dans certains cas, NF-KB peut être 

bloqué par une surexpression de son inhibiteur IKB qui le retient au niveau 

cytosolique, empêchant par la suite la transcription au niveau du noyau . Dans les cas 

courants, des altérations survenant dans le gène IKB diminuent sa capacité à inhiber 

NF-KB et une activation de celui-ci a lieu (Cabannes et al., 1999). Les cellules 

témoignent alors de la translocation de NF-KB vers le noyau, facteur qui induit la 

transcription des gènes antiapoptotiques, prolifératifs, immunomodulateurs et 

inflammatoires (Degterev, Boyce et Yuan, 2003 ; van Horssen, Ten Hagen et 

Eggermont, 2006) (Figure 1.8). 
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TNF-a phosphoryle le complexe IKB-a qui est dégradé par le protéasome. ll 
phosphoryle à son tour le facteur nucléaire KB (NF-KB) qui sera transloqué dans le 
noyau pour activer la transcription des gènes inflammatoires. Adaptée de (Lin et 
Karin, 2003) 
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Les MAPKs (Mitogen Activated Proteins Kinases) sont des enzymes intracellulaires 

hautement responsables des altérations oncogéniques. Elles sont impliquées dans les 

processus biologiques incluant la prolifération et la survie cellulaire, 1' apoptose, la 

migration cellulaire et la réponse au stress (K yriakis et A vruch, 2001 ). Elles sont 

activées par le biais de plusieurs récepteurs dont le EGFR (epidermal growth factor 

receptor) et en réponse à différentes cytokines telles que le TNF-a et les ll._s mais 

également aux facteurs de croissance tels que le facteur de croissance de 

l'endothélium vasculaire (VEGF) (Meister et al., 2013). Elles chapeautent la 

transcription des gènes nécessaires à la réplication de J'ADN qui accentuent la 

prolifération et la différenciation cellulaire (Boucherit et al., 2012). La famille des 

MAPKs regroupe différentes protéines dont ERK1 \2 et ERK-5 (extracellular 

regulated protein kinase), JNK (c-Jun amino-terminal-kinase) et p38 Kinase. 

L'activation de ces MAPKs induit la transcription des gènes pro-inflammatoires tels 

que les COXs (Meister et al., 2013 ; Nishimoto et Nishida, 2006). 

1.3.2.2 La voie ERK 

La voie ERK représente le point d' intérêt dans la vOie de signalisation des 

MAPKinases chez les mammifères. Elle est impliquée notamment dans la division, la 

croissance et la prolifération cellulaires. ll existe, à ce jour, 8 isoformes connus de 

ERK (1 à 8) (Meister et al., 2013). Cependant, les chercheurs s'intéressent 

essentiellement aux isoformes 1 et 2 et les nomment également et respectivement 

p42/p44. Les protéines ERKI/2 ont approximativement les mêmes fonctions grâce à 

leur structure hautement similaire formée de 360 acides aminés. Ce sont des kinases 

sérine/thréonine qui nécessitent la phosphorylation des groupements Ser/Thr pour 

être activées (Fischer et al., 2005; Meister et al., 2013). 
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La voie ERK s'active suite à la stimulation par un facteur de croissance, une cytokine 

ou simplement un stress osmotique. Elles induisent 1' expression des gènes et affectent 

les diverses phases du cycle cellulaire (Adachi, Fukuda et Nishida, 1999). Ces 

kinases sont capables non seulement de moduler la transcription des gènes mais 

également de cibler et d'activer plusieurs récepteurs nucléaires tels que le ER 

(estrogen receptor), un récepteur surexprimé dans le cancer du sein, ou l'expression 

de PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (Kato et al., 1995 ; 

Madak-Erdogan et al., 2011). 

La voie ERK est activée par des familles de récepteurs membranaires tels que les 

récepteurs tyrosines kinases et les GPCR. Ceux -ci permettent l'émission des signaux 

actifs par différentes isoformes de la petite protéine GTPase-Ras (Roux et Blenis, 

2004). SOS (Son of sevenless) et GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2) 

permettent la transmission du signal des récepteurs vers Ras. Puis, SOS échange GDP 

en GTP au niveau de Ras. Ceci permet à Ras d'intéragir avec une panoplie de 

protéines effectrices dont la sérine/thréonine Raf kinase. Une fois la protéine Raf 

activée, elle phosphoryle les kinases MEK1 et MEK2 qui phosphorylent à leur tour 

ERKl/2 en bout de la cascade (Figure 1.9). En effet, il a été prouvé que Ras et Raf 

jouent un rôle crucial dans la prolifération cellulaire et dans l'activation des gènes 

impliqués dans l'oncogenèse (Geyer et Wittinghofer, 1997). 
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L'activation des récepteurs membranaires par les facteurs de croissance et les 
cytokines inflammatoires activent RAS à travers SOS et GRB2. Une fois activé, RAS 
interagit avec RAF pour phosphoryler MEKl/2 et activer ERKl/2. Adaptée de 
(Meister et al., 20 13) 

1.3.2.3 La voie JNK 

La voie c-Jun amino-terrninal connue aussi sous le nom de SAPK/JNK (Stress 

activated protein kinase) est représentée par trois isoformes : JNKl/2/3 (Qi et Elion, 

2005). Ce sont les JNKl/2 qui suscitent le plus l'intérêt de la part des chercheurs et 

sont exprimés de façon ubiquitaire tandis que JNK3 l'est au niveau du cœur et du 
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cerveau. Cette voie est activée suite à l'exposition à des cytokines inflammatoires ou 

à des stimulations de stress (Pombo et al., 1994). 

Elle occupe une partie importante dans la régulation des MAPKs. La voie JNK 

répond à plusieurs stimulations et peut être surexprimée en réponse à une douzaine de 

MAPK kinase kinases (MAPKKKs). ll existe plus de quatre MAPKKKs impliquées 

dans l'activation de JNK par le TNF-a et l'IL-l. Les JNKs phosphorylent les 

protéines Jun sur les sérines 63 et 73 (Chang et Karin, 2001). Ils sont exprimés chez 

les mammifères et sont activés par les MEK417 qui sont phosphorylés par les 

MAPKKs, MEKK 1, 2, 3, 4. Les MEK417 activent JNKl /2/3 par l'ajout de deux 

phosphates au niveau des résidus tyrosine et thréonine à motif conservé Thr-Pro-Tyr 

(PTY). À leur état inactif, les protéines JNKs demeurent dans le cytoplasme, elles 

sont transloquées dans le noyau une fois activées. Elles y agissent en modulant les 

gènes et les facteurs de transcription (Qi et Elion, 2005). L'activation des MEKKs 

activant la voie JNK est souvent couplée à l'activation d'autres MEKKs (MEKKs 3) 

conduisant à la phosphorylation de la p38/kinase pour induire les processus 

cellulaires comme la prolifération et la survie cellulaire (Liang et al., 2014) (Figure 

1.10). 



Membrane 
cellulaire 

1 

1.10 Schéma récapitulatif des MAPKs, JNK et p38 activées par le TNF-a 
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Le TNF-a induit la phosphorylation des MEKKs 1, 3, 4, 7 pour activer les MAPKs 
p38 et SAPK/JNK. Ces protéines induisent les processus de survie, de prolifération, 
et de migration cellulaires pour accentuer le développement tumoral. Adaptée de (Lin 
et Karin, 2003) 
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1.4 Interaction tumeurs-endothélium vasculaire 

1.4.1 L' angiogenèse tumorale 

L' angiogenèse est un processus complexe qui sollicite la prolifération et la migration 

des cellules endothéliales tapissant les vaisseaux sanguins pour former de nouveaux 

capillaires et vaisseaux sanguins à partir d'autres qui existent déjà (Kisucka et al., 

2006). Elle est essentielle à 1' accomplissement de différents processus physiologiques 

tels que le renouvellement et la réparation des tissus et le développement 

embryonnaire (Folkman, J., 1995 ; Munoz-Chapuli, 2011). Ce phénomène est 

hautement régulé chez les vertébrés via la coordination de protéines dotées de 

fonctions pro et antiangiogéniques. Les facteurs pro-angiogéniques incluent le VEGF, 

le facteur de croissance fibroblastique (FGF), le TGF et plusieurs chimiokines. Quant 

aux facteurs antiangiogéniques, ils incluent les thrombospondine-1 et les endostatines 

(Kisucka et al., 2006). Par ailleurs, la perte de la balance appropriée entre ces facteurs 

est connue sous le nom de "switch" angiogénique et soutient le développement des 

tumeurs malignes (Sakurai et Kudo, 2011). Contrairement à l'angiogenèse 

physiologique où les vaisseaux sont organisés d'une manière hiérarchique (artères, 

capillaires et veines), les nouveaux vaisseaux créés au sein de la tumeur sont dotés 

d'une anatomie anormale caractérisée par des branchements irréguliers et non 

hiérarchiques (Cao et al., 2011). Les nouveaux vaisseaux formés sont dilatés et 

possèdent une paroi mince qui les rènd hyperperméables aux petites molécules et aux 

protéines plasmatiques facilitant ainsi 1' angiogenèse et la migration cellulaire 

(Dvorak, 2005 ; Folkman, J., 1995) (Figure 1.11). 
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1.11 Comparaison entre l'angiogenèse normale et l'angiogenèse tumorale 
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(A) Structures de la vascularisation normale et organisée versus anormale et aléatoire . 
(B) Changements au niveau du pérycite (rouge) et de la membrane basale (bleu). (C) 
Équilibre entre les facteurs anti et pro-angiogéniques. Adaptée de (Jaïn, 2005) 

La majorité des recherches de Folkman, considéré comme le fondateur des 

découvertes sur l'angiogenèse, a porté sur l'angiogenèse tumorale. En effet, Folkrnan 

avait suggéré depuis plus de 40 ans que l'angiogenèse pathologique est nécessaire 

pour nourrir et vasculariser les cellules tumorales (Folkrnan, Judah, 1971). Celles-ci 

ont besoin d'oxygène et de nutriments pour se développer au-delà de 1-2 mm3
, c'est 

ainsi qu'elles attirent les vaisseaux sanguins adjacents pour leur fournir de l'oxygène 

et éviter de rester en hypoxie (manque d'oxygène). Cette étape ne peut être 

déclenchée que par l'angiogenèse (Ahluwalia et al., 2014 ; Folkrnan, J., 2006a, 

2006b). 
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Le développement des tumeurs solides nécessite l'activation massive de 

l'angiogenèse qui se fait par l'émission de signaux angiogéniques du foyer hypoxique 

de la tumeur vers les cellules endothéliales. Ce processus se traduit par une sécrétion 

de cytokines telles que le TNF-a et de différents facteurs de croissance dont 

principalement le VEGF dans l'environnement tumoral (Gomes et al., 2013 ; 

Munoz-Chapuli, 2011). Les cellules endothéliales utilisent ces chimioattractants pour 

s'activer et sécrètent, en réponse, des enzymes protéolytiques telles que les MMPs 

afin de dégrader la membrane basale. Le remodelage de la membrane facilite ainsi la 

prolifération et la migration des cellules endothéliales. Les cellules finissent par 

sécréter les nouvelles membranes basales, recrutent les cellules périvasculaires et se 

réorganisent pour former le nouveau vaisseau fonctionnel (Munoz-Chapuli, 2011) 

(Figure 1.12). C'est en se basant sur le lien étroit tumeur-angiogenèse, que Folkman a 

suggéré que cibler 1' angiogenèse pourrait constituer une approche thérapeutique 

solide pour contrer le développement des tumeurs hautement vascularisées telles les 

glioblastomes (Folkman, J., 2006b). 
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Les cellules tumorales secrètent les cytokines et les facteurs de croissances qui 
incitent les cellules endothéliales à activer 1' angiogenèse et à migrer vers le site du 
stimulus pour former de nouveaux vaisseaux sanguins, vasculariser la tumeur, lui 
fournir de l'oxygène et lui permettre de se disséminer vers les tissus environnants afin 
de développer des métastases. Adaptée de (Gomes et al., 2013) 

1.4.2 La migration cellulaire induite par le TNF-a 

Plusieurs facteurs de croissance contribuent à la migration des cellules endothéliales 

dans le processus de l'angiogenèse tumorale. Cependant, quel est l 'apport du facteur 

pro-inflammatoire TNF-a? Le TNF-a contribue à la migration cellulaire en stimulant 

la production des gènes codant pour une famille de récepteurs tyrosine-kinases dans 

l'endothélium, les éphrines-Al. Cet effet angiogénique indirect du TNF-a est médié à 
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travers ses récepteurs TNF-R1 et TNF-R2 et est induit par la voie SAPK/JNK. La 

voie p38/MAPK contribue également à la migration induite par le TNF-a (Cheng et 

Chen, 2001). D'autre part, il a été démontré que les eïcosanoides synthétisés par les 

COX-2 sont angiogéniques in vivo et stimulent la migration des cellules 

endothéliales. En effet, ils activent la survie cellulaire via la voie PI3K/AKT (Gately 

et Kerbel, 2003). Les PGE2, produit principal des COX-2, favorisent quant à elles 

l'adhésion et la diffusion cellulaire via l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) 

et sont aussi essentielles à la migration des cellules. Ceci illustre l'implication des 

PGE2 dans l'angiogenèse tumorale et met en évidence que les inhibiteurs des COX-2 

sont dotés d'un caractère antiangiogénique et représentent donc une cible fort 

intéressante afin de contrer la progression des tumeurs (Dormond et al., 2002). 

1.5 Nutrition et cancer 

1.5.1 Les composés phytochimiques 

La formation des tumeurs chez les humains est un processus qui se développe sur 

plusieurs étapes. Durant ce processus, l'accumulation d'altérations génétiques cause 

la transformation progressive des cellules normales en cellules malignes (Gupta et al., 

2010). Malgré l'avancement de la recherche, un grand pourcentage de décès est 

attribué au cancer qui s'étend différemment selon les peuples dans le monde. Le 

mode de vie et les habitudes alimentaires sont étroitement liés au développement des 

cancers et sont de plus en plus étudiés en but de prévenir ces maladies. D'après le 

WRCF (World Research Cancer Fund), une compilation de 500 000 études 

épidémiologiques visant à étudier les principales causes du cancer a démontré qu'un 

tiers des cancers est directement lié à une mauvaise alimentation (Wiseman, 2008). 

Ceci incite les chercheurs à élaborer des démarches préventives contre le cancer basé 

sur notre diète tout en gardant 1' espoir de limiter leur apparition grâce à certains 

aliments clés. 
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Il est de nos jours connu qu'une nutrition appropriée pourrait prévenir 

approximativement 35% de la mort causée par le cancer, et que plus de 90% de 

certains cancers peuvent être évités par une diète renforcée en nutriments 

an ti oxydants et an ti-inflammatoires provenant des fruits et des légumes (Gupta et al., 

2010). 

Plusieurs agents diététiques retrouvés dans les fruits, les légumes et les épices ont été 

largement étudiés en vue de leurs effets curatifs mais surtout préventifs sur diverses 

maladies humaines (Jiang et al., 2010). Des études épidémiologiques ont démontré 

qu'un régime alimentaire riche en ces nutriments prévenait l'incidence de maladies 

cardiovasculaires, neurologiques et cancéreuses par le biais de différents mécanismes 

qui n'ont pas été totalement expliqués de nos jours (Chen, Michael et Butler-Manuel, 

2012 ; Jiang et al., 2010). La recherche effectuée au cours des dernières années est 

parvenue à mettre en évidence la présence en très grandes quantités de molécules 

chimiques organiques d'origine végétale, appelées composés phytochimiques, ayant 

la capacité d'interférer avec divers enzymes et gènes impliqués dans le 

développement des cancers (MMPs, COX-2, TNF-a, iNOS .. . ) (Jiang et al., 2010). 

Ces molécules font partie de familles chimiques bien définies, par exemple les 

polyphénols, les composés sulfurés et les terpènes qui se retrouvent naturellement 

dans plusieurs types d'aliments de notre diète tels que les bleuets, les fraises, les 

brocolis, les épices, le chocolat noir, le thé, le vin rouge et l'huile d'olive extra­

vierge. Ces composés représentent une source importante d'antioxydants dans notre 

alimentation, réduisent la cancérogenèse et inhibent l'angiogenèse tumorale (Béliveau 

et Gingras, 2007). 

1.5.2 Le régime méditerranéen 

Le régime méditerranéen est un style traditionnel de nutrition très recommandé pour 

sa bonne qualité et la répartition d'aliments qu'il adopte. Ce régime est spécifique aux 

pays localisés à proximité de la mer méditerranée (Gardener et al., 2011). Il est connu 
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à travers le monde pour être un régime santé et préventif pour le développement de 

plusieurs maladies chroniques telles que le diabète de type Il, l'augmentation de la 

pression artérielle et 1' obésité (Psaltopoulou et al., 2004). De plus, le régime 

méditerranéen est associé à une faible incidence des maladies cérébrales et 

cardiovasculaires, de 1' athérosclérose, et de certains types de cancer (Cicerale et al., 

2009). Des études épidémiologiques ont démontré que les taux de mortalités 

associées aux maladies cardiovasculaires sont plus réduits dans les régions 

méditerranéennes comparées aux pays de l'Amérique du Nord (Gardener et al., 2011 

; Mena et al., 2009). Contrairement aux habitudes américaines, ce régime est basé 

sur une consommation quotidienne considérable en fruits, légumes, céréales et 

poissons (riche en acides gras) et une faible consommation en viandes rouges (Mena 

et al., 2009). Le recours aux produits issus de l'olivier remonte à plusieurs siècles 

(Barbaro et al., 2014). L'huile d'olive constitue la base essentielle et le point commun 

entre les différentes régions qui adoptent la diète méditerranéenne traditionnelle 

caractérisée par une composition élevée en acides gras monoinsaturés. Plusieurs 

chercheurs la considèrent comme étant une source importante de composés dotés de 

pouvoirs antioxydants et anti-inflammatoires et ont axé leurs recherches sur ses effets 

préventifs et bénéfiques pour la santé (Figure 1.13) (Domitrovic et al., 2012 ; 

Rietjens et al., 2007). 
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Les composés de l' huile d'olive différent entre eux par leur composition chimique 
(phénols et acide gras monoinsaturé) . Cette variabilité structurale leur confère des 
fonctions antioxydantes, anti-inflammatoires et antitumorales polyvalentes et 
complémentaires sur les cibles cancéreuses. Adaptée de (Lamy et al. , 2014) 

1.5.2.1 Les effets bénéfiques de l'huile d'olive 

Une étude effectuée sur une population méditerranéenne, dont le régime alimentaire 

est basé sur la consommation d'huile d'olive extra vierge, a mis en évidence les effets 

biologiques actifs exercés par les composés phénoliques naturellement présents dans 

ce nutriment. Les effets cardiopréventifs des composés phytochimiques issus de 

l'huile d'olive sont bien connus et sont attribués à leur capacité à réduire les facteurs 

de risques d'atteinte de crises cardiaques et de problèmes coronariens (Psaltopoulou 



34 

et al., 2004 ). D'autres effets positifs sont associés à la régulation de certains 

paramètres physiologiques tels que les dommages oxydatifs, les marqueurs 

inflammatoires, et les activités antimicrobiennes (Cicerale et al., 2009; Kandaswami 

et al., 2005). 

Également, la découverte des effets anti-inflammatoires et anti-angiogéniques a été 

mise en évidence suite à l'adoption d'un régime basé sur la consommation 

systématique de l'huile d'olive (Mena et al., 2009). À côté de ces évidences qui 

supportent nettement les effets qu'elle exerce sur la prévention des maladies 

chroniques, d'autres études ont démontré ses effets sur la diminution du risque 

d'apparition de certains cancers (Domitrovic et al., 2012). Cependant, les 

mécanismes responsables de cet effet chimiopréventif commencent à être compris et 

représentent donc un domaine d'étude en pleine effervescence. 

Les études actuelles indiquent clairement que les fractions phénoliques de 1' huile 

d'olive sont responsables de leurs effets antitumoraux (Jiang et al., 2010). Ces effets 

sont étudiés en vue de leur capacité à inhiber la prolifération des cellules tumorales et 

à promouvoir l'apoptose chez plusieurs lignées cellulaires cancéreuses. De plus, ces 

composés phénoliques démontrent une aptitude chimiopréventive grâce à leur activité 

antioxydante élevée entre autres en agissant contre l'action des cytokines pro­

inflammatoires (Casaburi et al., 2013). Une étude récente a noté une diminution de la 

concentration du TNF-a dans le plasma de personnes ayant ingéré 50 ml d'huile 

d'olive extra-vierge au bout de trois heures (Barbara et al., 2014 ; Papageorgiou et 

al., 2011). 

1.5.2.2 Les différentes classes des composés phytochimiques de l'huile d'olive 

L'huile d'olive est un nutriment qui se caractérise par sa forte teneur en composés 

phytochimiques. Ces composés sont caractérisés par leur important rôle sur la santé 

humaine via la régulation de voies associées à l'inflammation (ERKs, COX-2, 

NFKB ... ) et par leur capacité à moduler le stress oxydatif (Charoenprasert et 
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Mitchell, 2012). La majorité de ces composés sont des polyphénols. Charoenprasert 

suggère qu ' il existe au moins 36 composés phénoliques distincts dans l' huile d'olive 

regroupés selon leurs structures chimiques similaires et que ces structures 

appartiennent à différents groupes dont les plus connus figurent dans le Tableau 1.1 : 

Tableau 1.1 Composés antioxydants présents dans l'huile d'olive 

Adapté de (Charoenprasert et Mitchell, 2012 ; Trichopoulou et Dilis, 2007) 

Composés phénoliques 

Hydrocarbures 

Acides phénoliques 

Alcools phénoliques 

Lignan es 

Flavonoïdes 

Composés non­

phénoliques 

Tri terpènes 

Acide vanillique, acide 
caféique, acide gallique, 
acide protovatéchique, 
acide homovanillique, 
acide o-coumarique, acide 
férulique, acide sinapique 

Hydroxytyrosol, tyrosol, 
aglycone oleuropéine, 
oleuropéine, forme 
dialdéhyde de 1 'aglycone 
oleuropéine 

( + )-1-pinorésinol, ( + )-1-
acétox ypinorésinol, 

Apigénine, lutéoline 
(flavones ), quercetine 
(flavonol), taxifoline 
( flavonones) 

Acide cinnamique, acide 
élénolique 

Squalène 
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, Pk; PL' 'fffj§ 

Phéophytine a, phéophytine 

Chlorophylles Chlorophylles et dérivés b, chlorophylle a, 
chlorophylle b, 
pyrophéophytine a 

Caroténoïdes Carotènes ~-carotène 

Xantophylles Lutéine, néoxanthine, 
violaxanthine, lutéoxantyne 

Tocophérols - a, ~, y et 8-Tocophérol 

Les fonctions des composés qui figurent dans le tableau 1 sont variées. Certaines sont 

brièvement énoncés ci-dessous : 

Les acides phénoliques sont les formes les plus simples des composés phénoliques 

présents dans les olives et l'huile d'olive caractérisés par la présence d'une fonction 

d'acide carboxylique (Charoenprasert et Mitchell, 2012). 

Les alcools phénoliques sont les alcools phénoliques primaires simples tels que le 

tyrosol (Tyr) et l'hydroxytyrosol (HT). Ce dernier est généré par l'hydrolyse de 

l'oleuropéine (OL) tandis que le Tyr est un produit d'hydrolyse des ligstrosides 

(Charoenprasert et Mitchell, 2012). 

Les flavonoïdes représentent le groupe le plus commun comprenant les composés 

phénoliques les plus abondants dans notre diète et dans l'huile d'olive. lis regroupent 

plus de 1600 composés. li est bien documenté qu'ils présentent un potentiel 

antioxydant responsable d'atténuer les maladies cardiovasculaires et les risques de 

cancer (Kandaswami et al., 2005). Les flavonoïdes sont aussi divisés en sous-groupes 

dont on cite les flavones incluant l' apigénine et la lutéoline qui démontre des effets 

antioxydants (Shimoi et al., 1998), qui sont des inhibiteurs de l'activité des facteurs 

de transcription incluant le NF-KB (Kao et al., 2011), de l' angiogenèse et qu'ils 
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préviennent la carcinogenèse (Lopez-Lazaro, 2009). On peut également citer les 

flavonols tels que la quercetine et les flavonones dont la taxifoline (Charoenprasert et 

Mitchell, 2012; Kandaswami et al., 2005). 

Les sécoïridoïdes : L'OL est la plus commune dans ce groupe. C'est un ester 

constitué d 'HT et d'acide élénolique. L'OL est généralement le composé 

polyphénolique le plus abondant dans les olives qui peut atteindre une concentration 

supérieure à 140 mg/g d'extrait sec de l'olive jeune (Charoenprasert et Mitchell, 

2012). 

1.5.2.3 Les effets anti-inflammatoires et antitumoraux des composés de l'huile 
d'olive 

L'huile d'olive est un réservoir de métabolites secondaires (composés phénoliques). 

Leur fraction varie entre 50 et 800 mg/Kg (Vissers, Zock et Katan, 2004). Cette 

variabilité est liée à plusieurs facteurs dont la nature du fruit, la température, 

1' exposition à la lumière, les méthodes d'extraction et 1 'entreposage (Casaburi et al., 

2013). Les composés les plus abondants sont les polyphénols simples, principalement 

Tyr, HT et OL largement connus pour leur pouvoir anticancéreux, anti-inflammatoire 

et hypoglycérnique (Bartoli et al., 2000 ; Domitrovic et al., 2012 ; Rietjens et al., 

2007). 

HT se caractérise par un groupement catéchol qui est à l'origine de ses propriétés 

antioxydantes et anti-inflammatoires et est le phénol le plus abondant dans l ' huile 

d'olive (Charoenprasert et Mitchell, 2012 ; Rietjens et al., 2007). Une étude basée 

sur une utilisation de OL a démontré la présence d'effets préventifs et thérapeutiques 

sur des maladies cardiovasculaires et cancéreuses (Domitrovic et al., 2012). 

Une étude récente sur la biodisponibilité des molécules de l'huile d'olive a démontré 

qu'après ingestion de l'huile d'olive, Tyr est absorbé à doses dépendantes chez les 

animaux et les humains, s'accumule dans Je corps et exerce systématiquement ses 
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effets biologiques (Casaburi et al., 2013). Lu et al avaient démontré que le Tyr 

atténue considérablement l'action des cytokines pro-inflammatoires notamment le 

TNF-a, l'IL-6 et l'IL-l~- De plus, il a été démontré que Tyr régule à la baisse 

l'inflammation in vitro et in vivo en inhibant les voies NF-KB, COX-2 et p38/ERK 

MAPKs qui orchestrent le processus inflammatoire prédominant dans le 

microenvironnement tumoral (Lu, J. et al., 2013). 

Outre les composés phénoliques, l'huile d'olive est un nutriment hautement riche en 

acides gras insaturés tels que l'acide oléique (AO) (Cicerale et al., 2009) qui est 

d'ailleurs un composé antioxydant et un régulateur de la pression sanguine (Fung et 

al., 2009). Une étude scientifique effectuée sur plus de 74,000 femmes s'échelonne 

sur une période de 20 ans a révélé qu'une consommation d'aliments d'origine 

méditerranéenne contenant de l' AO avait significativement réduit le risque de 

développement de maladies cardiaques et de certains cancers, et avait diminué la 

stimulation du récepteur nucléaire PPARy (récepteur activé par les proliférateurs de 

peroxysomes y) exprimé dans les macrophages. L' AO a une activité anti­

inflammatoire remarquable et il est capable d'inhiber l'expression du TNF-a (Al­

Shudiefat et al., 2013). 

Les différents composés phytochimiques de l'huile d'olive présentent des effets 

pléiotropiques et ciblent essentiellement l'inhibition de l'activité des protéines 

kinases, l'induction de 1' apoptose, 1' inhibition de 1' angiogenèse, la migration 

cellulaire et la métastase (Kandaswarni et al., 2005 ; Kao et al., 2011 ; Lamy et al., 

2008 ; Lopez-Lazaro, 2009). li a été démontré que les composés phytochimiques de 

l'huile d'olive inhibent l'angiogenèse tumorale en bloquant l'action du VEGF et de 

son récepteur VEGF-R2, la tubulogenèse, la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales affectant ainsi la progression tumorale (Lamy et al., 2014). 

En résumé, qu'elle soit considérée comme un seul nutriment ou en tant qu'extraits 

purifiés, l'huile d'olive se démarque parmi les différentes autres sources de gras par 
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ses effets bénéfiques sur la santé humaine et pourrait être considérée dans le 

développement de stratégies de prévention du cancer basées sur l'alimentation. 



[Cette page a été laissée intentionnellement blanche] 
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ABSTRACT 

The established causal relationship between the chronic inflammatory 

microenvironment, tumor development and cancer recurrence prompts for developing 

novel preventive strategies. Accumulating experimental, clinical and epiderniological 

data have provided support to the chemopreventive properties of olive oil compounds 

traditionally found within the Mediterranean diet. In this study, we investigated 

whether tyrosol (Tyr), hydroxytyrosol (HT), oleuropein (OL) and oleic acid (OA), 

four compounds contained in extra virgin olive oil, can prevent tumor necrosis factor 

(TNF)-a-induced cyclooxygenase (COX)-2 inflammation biomarker expression in a 

human glioblastoma cell (U-87 MG) model. We found that Tyr and OA significantly 

inhibited TNF-a-induced COX-2 gene and protein expression, as well as PGE2 

secretion. Both compounds also inhibited TNF-a-induced JNK and ERK 

phosphorylation, whereas only Tyr inhibited TNF-a-induced NF-KB 

phosphorylation. Paracrine regulated migration of hurnan brain rnicrovascular 

endothelial cells (HBMECs) was assessed using the growth factors-enriched 

conditioned media (CM) isolated from U-87 MG cells. We found that while PGE2 

triggered HBMEC migration, the CM isolated from either U-87 MG cells where 

COX-2 was silenced or treated with Tyr or OA featured decreased chemotactic 

properties. These observations demonstrate that olive oil compounds inhibit the effect 

of the chronic inflammatory rnicroenvironment on glioblastoma progression through 

TNF-a actions, and may be useful in cancer chemoprevention. 
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INTRODUCTION 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and malignant type of 

astrocytoma (WHO Grade IV glioma) of the central nervous system (CNS) 

(Chandana et al., 2008). Despite extensive research in the treatment of GBMs, the 

combination treatment of surgery, radiotherapy and chemotherapy does not yet allow 

patients to live more than approximately 15 months (Juratli, Schackert et Krex, 

2013b). Indeed, GBMs are among the most difficult cancers to treat due to their 

genetic heterogeneity, high invasive growth and vascularization (Alves et al., 2011). 

The invasive nature of GBMs not only accounts for local tumor recurrence but also is 

responsible for breakdown of the blood-brain barrier (BBB) and cerebral edema 

formation causing serious symptoms in these patients (Vartanian et al., 2014 ). 

Inflammation processes promote to tumor development and contribute to glioma 

recurrence (Coussens et Werb, 2002). Proinflammatory mediators therefore play an 

essential role in the regulation of CNS disorders as well as in modulating the BBB 

functions (S tamatovic et al., 2006). Tu mor necrosis factor alpha (TNF-a) is among 

those pro-inflammatory cytokines which have particular attention over the past few 

years, in part due to its ability to contribute to glioblastoma development (Ryuto et 

al., 1996). In fact, there is a correlation between patients with GBM and the presence 

of specifie biomarkers in the serum that could regulate angiogenesis and 

inflammation processes (Chiorean et al., 2014). 

Cyclooxygenase (COX)-2, among the enzymes responsible for causing inflammation, 

has been detected in a variety of human malignant tumors (Joki et al., 2000) and has 

been shown to induce brain edema (Badie et al., 2003). There are two isoforms, 

COX-1 and COX-2, which convert arachidonic acid (AA) into severa! eicosanoids 

such as prostaglandin, thromboxanes and prostacyclin (Claria, 2003). Whereas COX-
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1 is constitutively expressed in most tissues, COX-2 is an inducible enzyme, 

stimulated by growth factors, oncogenes, tumor promoters or inflammatory cytokines 

such as interleukin (ll..)-1~ and TNF-a (Williams, Mann et DuBois, 1999). COX-2 

plays a key role in the release and activity of proangiogenic proteins such as the 

prostaglandin E2 (PGE2) that directly stimulate endothelial cell migration and 

angiogenesis (Rao et al., 2007), and has recently been associated with vascular 

endothelial growth factor (VEGF)-independent angiogenesis (Xu et al., 2014). 

Indeed, COX-2 inhibition lead to VEGF pathway blockade, suppressed tumor 

vascularization and prevented metastasis. These results demonstrate the importance 

of the COX-2/PGE2 pathway in mediating autocrine-paracrine mechanisms, which 

support tumor growth, and which may represent a potential target for the 

preventionltreatment of cancer. 

To overcome the severa! therapeutic challenges related to the treatment of GBM 

patients, novel approaches are required to pralong survival. Over the last few years, 

there has been a growing interest in nutraceutical interventions which have been 

investigated for application towards different types of tumors, including brain tumors 

(Ramachandran et al., 2012 ; Rooprai, Christidou et Pilkington, 2003). This 

approach uses the anti-inflammatory and chemopreventive properties of naturally 

occurring agents, especially those that originate from vegetables, spices and fruits of 

our diet (Surh, 2003 ; Wiseman, 2008). As such, accumulating experimental, clinical 

and epidemiological data provide support to the traditional Mediterranean diet which 

is characterized by high consumption of foods from plant origin as well as relatively 

low consumption of red meat (Sofi et al., 2010). Benefits of such diet have been 

shown towards cardiovascular diseases, chronic degenerative diseases and sorne types 

of cancers (Barbaro et al., 2014; Verberne et al., 2010). 

This diet is rich in olive oïl, especially extra virgin olive oil (EVOO), which gives 

rise to antioxidant and anti-inflammatory actions contributing to the prevention of 
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colorectal, prostate, lung, endometrial and breast cancers (Barbara et al., 2014 ; 

Escrich et al., 2007; Filik et Ozyilkan, 2003 ; Pauwels, 2011 ; Pelucchi et al., 2011 

; Trichopoulou et al., 2000 ; Verberne et al., 2010). The chemopreventive capacity 

of EVOO is not only due to fatty acids but also to its content in phenolic compounds 

such as polyphenols and flavonoids (Rafehi, Ververis et Karagiannis, 2012). 

Accordingly, it bas been reported that oleuropein, the most abundant phenolic 

compound in olives (Bonoli et al., 2004), inhibits LN-18 glioblastoma cell migration 

(Hamdi et Castellon, 2005). However, to our knowledge, besides a study of our own 

group (Lamy et al., 2015), no study bas yet tested olive oil compounds action against 

pro-inflammatory cytokines in glioblastoma cells. Considering the need for 

chemoprevention intervention in glioblastoma progression, fondamental studies are 

required to gain insight into the impact of olive oil compounds on cancer-associated 

processes. Here, we investigate the effect of three phenolic compounds 

(hydroxytyrosol, HT; oleuropein, OL; Tyrosol, Tyr) and of a monounsaturated fatty 

acid (oleic acid, OA) on TNF-a-induced COX-2 expression in glioblastoma cells. 

Moreover, the effect of COX-2 inhibition within the tumor microenvironment on 

endothelial cell migration was also investigated. 
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MATERIALS AND METHODS 

Materials 

Olive oil cornpounds HT, OL, Tyr (purity ~ 98%) and OA (purity ~ 99%) were 

purchased from Extrasynthese (Lyon, France). Human recombinants TNF-a and 

PGE2 were obtained from EMD Millipore Corporation (Billerica, MA). Arachidonic 

acid was from Cayman Chernical Company (Ann Arbor, MI). Electrophoresis 

reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The anti-ERK 

(extracellular signal-regulated kinase 1 and 2) (K-23) polyclonal antibody was from 

Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Antibodies for NF-KB p65, 

SAPK/JNK (c-Jun amino-terrninal kinase), phospho-NF-KB p65, phospho­

SAPK/JNK polyclonal antibodies and phospho-ERK monoclonal antibodies were 

from Cell Signaling Technology (Beverly, MA). The anti-COX-2 monoclonal 

antibody was from BD Transduction Laboratories™ (Franklin Lakes, NJ). The 

monoclonal antibody against GAPDH (glyceraJdehyde 3-phosphate dehydrogenase) 

was from Advanced Immunochernical Inc. (Long Beach, CA). Anti-rnouse and anti­

rabbit horseradish peroxidase (HRP)-linked secondary antibodies were purchased 

from Jackson IrnmunoResearch Laboratories (West Grove, PA) and enhanced 

chernilurninescence (ECL) reagents were from Denville Scientific Inc. (Metuchen, 

NJ). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Thermo Scientific 

(Rockford, IL). AU other reagents were from Sigma-Aldrich (Oakville, ON). 
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Cell culture 

A human glioblastoma cellline (U-87 MG) was purchased from the American Tissue 

Culture Collection (HTB-14™) and maintained in modified Eagle's Minimum 

Essential Medium (Wisent, 320-036-CL) containing 10% calf serum (HyClone 

Laboratories, SH30541.03), 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich, P2256), 2 mM 

L-glutamine, 100 units/mL penicillin and 100 1-1g/mL streptomycin (Wisent, 450-202-

EL). Human brain microvascular endothelial cells (HBMECs) were from PromoCell 

GmbH (Heidelberg, Germany) and maintained in RPMI Medium (Wisent, 350-007-

CL) containing 10% fetal bovine serum (Life Technologies, 12483-020), Nu-serum™ 

(VWR, CACB355500), endothelial cell growth supplement (EMD Millipore 

Corporation, 02-102) and 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich, P2256). HBMEC 

used in this study were restricted to use between passages 4 and 8. Cells were 

cultured at 37°C under a humidified 95%-5% (v/v) mixture of air and C02. Cells 

were treated with vehicle (0.1% ethanol (EtOH)) or with olive oil compounds and 

stimulated with TNF-a. All cellular assays were performed at 85% confluence. 

Western blot analysis 

U-87 MG cells were serum-starved in the presence of olive oil compounds for 24 h. 

To study the effects of these molecules on COX-2 protein expression, cells were pre­

treated with one of these molecules for 24 h and then the medium was replaced by 

fresh medium containing 25 ng/mL TNF-a for 24 h. To study the phosphorylation 

status of NF-KB p65, ERK and JNK, the medium of the cells was replaced by fresh 

serum-free medium for 30 min prior to cell stimulation with 25 ng/mL TNF-a for 5 

min. Cells were then washed once with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) 

containing 1 mM each of NaF and Na3 V04 and were incubated in the same buffer 

solution for 30 min at 4°C. The cells were so1ubilized on ice in lysis buffer [150 mM 

NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH7.4, 1 mM EDTA, 1 mM ethyleneglycol-0, O'-bis(2-
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arninoethyl)-N, N, N', N' -tetraacetic acid (EGTA), 0.5% (vol/vol) Nonidet P-40 and 

1% (vol/vol) Triton X-100]. After electrophoresis, proteins were transferred to 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes which were then blocked 1 h at 4°C 

with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline/Tween 20 (TBS-T; 147 mM NaCl, 20 

mM Tris-HCI, pH 7.5, an~ 0.1 % Tween 20). Membranes were further washed in 

TBS-T and incubated overnight with the indicated primary antibody in TBS-T 

containing 3% bovine serum alburnin (BSA) and 0.01 % sodium azide (NaN3), 

followed by a 1 h incubation with HRP-conjugated anti-mouse or anti-rabbit 

secondary antibodies in TBS-T containing 5% nonfat dry rnilk. Immunoreactive 

material was visualized with an ECL detection system. The immunoreactive bands 

were quantified using the ImageJ software (NIH). 

Total RNA isolation, eDNA synthesis and real-time quantitative PCR 

Total RNA was extracted from U-87 MG monolayers using TRizol reagent (Life 

Technologies, Gaithersburg, MD). For eDNA synthesis, 1 ~J,g of total RNA was 

reverse-transcribed into eDNA using a high capacity eDNA reverse transcription kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA). eDNA 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 

!cycler iQ5 (BIO-RAD, Hercules, CA) and product detection was performed by 

measuring the binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. 

The following primer sets were provided by QIAGEN (Valencia, CA): COX-2 

(QT00040586), ~-Actin (QT01680476), GAPDH (QT00079247), and PPIA 

(peptidylpropyl isomerase A; QT01866137). The relative quantities of target gene 

mRNA against an internai control, ~-Actin/GAPDH/PPIA RNA, were measured by 

following a ~Ct method employing an amplification plot (fluorescence signal vs. 

cycle number). The difference (~Ct) between the mean values in the triplicate 

samples of target gene and those of ~-Actin/GAPDH/PPIA RNA were calculated 
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using the iQ5 Optical System Software version 2.0 (BIO-RAD, Hercules, CA) and 

the relative quantified value (RQV) was expressed as T ''.ct. Semi-quantitative PCR 

was also performed to validate single amplification products which were resolved on 

1.8% agarose gels containing 1 mg/mL ethidium bromide. 

Cytotoxicity assays 

The sensitivity of U-87 MG cells to olive oil compounds was determined in vitro by 

using the WST-1 assay (Roche Diagnostics, Montreal, QC). B~iefly, after co­

treatment of cells with TNF-a and olive oil compounds for 24 h, U-87 MG cells were 

exposed to 10 J..LL of the tetrazolium salt WST -1 reagent. The soluble formazan dye 

produced by metabolically active cells was monitored for 60 min at 37°C. The 

absorbance at 450 nm was measured using a SpectraMax Plus reader (Molecular 

Deviees, Sunnyvale, CA). 

Determination of PGE2 levels from cell supernatants 

U-87 MG cells were exposed to either vehicle or olive oil compounds (100 J..LM) for 

24 h before the addition of 25 ng/mL TNF-a for 24 h. Supernatants were subjected to 

low-speed centrifugation to remove cell debris and the amount of PGE2 protein 

secreted by U-87 MG cells was determined using the PGE2 ElA Kit (Cayman 

Chemical Company, Ann Arbor, MI) according to the manufacturer' s protocol. 

Transfection method and RNA interference 

U-87 MG cells were transiently transfected with 20 nM siRNA (Qiagen) against 

COX-2 (SI03038672) or scrambled sequences (AllStar Negative Control siRNA, 

1027281) using the Lipofectamine 2000 transfection reagent (Invitrogen, CA). Cells 

were treated for 24 h in the presence or absence of 25 ng/mL TNF-a. Small 

interfering RNA and mismatch siRNA were synthesized by QIAGEN and annealed to 

form duplexes. 
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Cell migration assay by xCELLigence biosensor system 

Experiments were carried out using the Real-Time Cell Analyser (RTCA) Dual-Plate 

(OP) Instrument, the xCELLigence system (Roche Diagnostics, QC). This system 

was used according to the instructions of the supplier. Firstly, U-87 MG cells were 

serum-starved for 24 h. Then, cells (25,000 cells/well) were seeded in serum-free 

medium into a CIM-Plates 16 (Roche diagnostics). These plates are similar to 

conventional Transwells (8-)..lm pore size) with gold electrode arrays on the bottom 

side of the membrane, which provide a real-time measurement of cell migration. Prior 

to cell seeding, the underside of the wells from the upper chamber was coated with 25 

)..lL of 0.15% gelatin in PBS and incubated for 1 h at 37°C. The lower chamber was 

filled with either growth factor-enriched conditioned media (CM) derived from U-87 

MG cells treated or not with olive oil compounds (100 )..lM), TNF-a (25 ng/rnL), or 

siCOX-2 (20 nM), or with serum-free medium containing (or lacking) PGE2 (50 

ng/mL) or olive oil compounds. Prior to cell seeding, the underside of the wells from 

the upper chamber was coated with 25 )..lL of 0.15 % gelatin in PBS and incubated for 

1 h at 37°C. The upper chamber of each well was filled with 100 )..lL of U-87 MG 

cells (2.5 x 105 cells/mL). After 30 min of adhesion, cell migration was monitored 

every 5 min for 8 h. The impedance value was measured by the RTCA OP Instrument 

and was expressed as an arbitrary unit called the Cell Index which reflecting the 

amount of migration-active cells. Each experiment was performed in duplicate wells. 

Statistical analysis 

Statistical analyses were assessed with Student's t-test when one group was compared 

with the control group. To compare two or more groups with the control group, one­

way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett's post hoc test was used. 

Differences with P < 0.05 were considered significant. All statistical analyses and 

graphs were performed using the GraphPad Prism software version 5.0b (San Diego, 

CA). 
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RESULTS 

Olive oil compounds inhibit TNF-a-induced COX-2 gene and protein expression 

in human glioblastoma cells 

IL-l ~-induced COX-2 expression in U-87 glioblastoma cells was previously reported 

by us to be inhibiting by the flavonoid luteolin found in olive oil (Lamy et al. , 20 15). 

The effects of other major olive oil compounds on another cytokine inducing COX-2, 

such as TNF-a, were examined. U-87 MG cells were incubated for 24 h in serum-free 

medium in the presence or in the absence of 100 11M olive oil compounds. The 

medium was theo replaced with fresh serum-free medium and the cells were 

stimulated with 25 ng/mL of recombinant TNF-a for 24 h. Under these conditions, 

TNF-a caused a marked increase in COX-2 expression (Fig. 2.1 A), whereas it was 

significantly inhibited by 61.7% for OA and 36.5% for Tyr, but not by HT and OL 

(Fig. 2.1 B). As shown in Fig. 2.1 C-D, transcriptional inhibition of COX-2 by the 

same compounds was observed (65.0% inhibition for OA and 36.2% inhibition for 

Tyr) and not related to cell death (Fig. 2.1 D). The half maximal inhibition 

concentrations (IC50) of OA and Tyr on TNF-a-induced COX-2 expression were 15.7 

!lM and 69.6 !lM, respectively (Fig. 2.1 E-F). 

Oleic acid and tyrosol alter TNF -a-induced downstream signaling events in 

human glioblastoma cells 

To investigate the mechanisms involved in the inhibitory actions of OA and Tyr on 

TNF-a-induced COX-2 expression, we further examined the effects of these 

compounds on TNF-a-induced NF-KB and MAPK signaling pathways. Although 

ERK and JNK signaling pathways were reported to be activated by this 

proinflammatory cytokine (Aggarwal, Shishodia, Takada, et al., 2006), little is known 

about their activation status in glioblastoma cells in comparison to TNF-a-induced 
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NF-KB (Karin, 2006; Sareddy et al., 2012). U-87 MG cells were pre-treated for 24 h 

with various concentrations of olive oil compounds in serum-free medium. The 

medium was then replaced with fresh serum-free medium without compounds for 30 

min and the cells further stimulated with 25 ng/rnL of recombinant TNF-a for 5 min. 

Total protein expression and phosphorylation status of downstream signaling 

intermediates possibly targeted by OA or Tyr were assessed by immunoblotting using 

specifie antibodies. Exposure of U-87 MG cells to TNF-a markedly induced 

phosphorylation of NF-KB, ERK and JNK, as determined by the ratio of 

unphosphorylated to phosphorylated proteins (Fig. 2.2). Both OA and Tyr 

compounds suppressed TNF-a-induced phosphorylation of ERK (Fig. 2.2 B) and 

JNK (Fig. 2.2 C), whereas pNF-KB was unaffected by OA comparatively with Tyr 

(Fig. 2.2 A). Treatment with these olive oil compounds resulted in a concentration­

dependent inhibition of the TNF-a-induced downstream signaling pathways. 

Effectively, for OA and Tyr treatments, the IC5o values obtained were 51.0 J.lM and 

20.5 J.lM for pERK inhibition (Fig. 2.2 B), 11.5 J.lM and 81.3 J.lM for pJNK inhibition 

(Fig. 2.2 C), respectively. The phosphorylation of NF-KB was inhibited by Tyr 

treatment with an IC50 value of 15.2 J.lM (Fig. 2.2 A; right panel). Overall, these 

results suggest that OA is efficient to inhibit TNF-a-induced COX-2 expression via a 

JNK dependent pathway, whereas Tyr better targets the ERK and NF-KB signaling in 

U-87 MG cells. 
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Oleic acid and tyrosol inhibit TNF -a-induced PGE2 secretion by human 

glioblastoma cells 

We next investigated whether TNF-a increased PGE2 release by U-87 MG cells. As 

shown in Fig. 2.3, TNF-a effectively triggered a higher release of PGE2 in the 

medium (28-fold increase) compared to untreated U-87 MG cells and this result was 

comparable to th at obtained with AA (31-fold increase) known to produce PGE2 by 

COX-2 (Brock, McNish et Peters-Golden, 1999). OA and Tyr at 100 !J.M 

significantly reduced PGE2 levels in cell culture media by 45.4% and 71.5%, 

respecti v el y. 

Gene silencing of COX-2 abrogates TNF -a-mediated migration of human brain 

microvascular endothelial cells 

The actions of PGE2 on tumor-associated angiogenesis are thought to involve 

endothelial cell migration, proliferation and tube formation (Finetti et al., 2008 ; Rao 

et al., 2007 ; Tamura, Sakurai et Kogo, 2006). Since PGE2 is highly synthesized by 

COX-2-overexpressing tumors (Penglis et al., 2000), we analyzed the role of COX-2-

mediated paracrine regulation of microvascular endothelial cell migration. Gene 

silencing was performed in U-87 MG cells and specificity of COX-2 knockdown 

confirmed (Fig. 2.4 A-B). Moreover, COX-2 silencing also prevented TNF-a action 

on the COX-2/PGE2 signaling axis involved in HBMEC migration. Accordingly, the 

CM harvested from U-87 MG cells where COX-2 expression was silenced, prevented 

TNF-a-mediated HBMEC migration (Fig. 2.4 C) suggesting that the secretion of 

PGE2 was abrogated and that TNF-a/COX-2/PGE2 pathway is important in the 

paracrine regulation of HBMEC migration. 
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Oleic acid and tyrosol inhibit human brain microvascular endothelial cell 

migration 

Since the vascular microenvironment is important to promote glioblastoma growth, 

we analyzed the paracrine effect of CM derived from U-87 MG cells treated with the 

two most potent inhibitors olive oil compounds, OA and Tyr, in the presence of TNF­

a on HBMEC migration. As shown in Fig. 2.5 A-B, the HBMEC migration induced 

by the CM from U-87 MG cells treated with TNF-a was inhibitèd in a concentration­

and time-dependent manner by OA and Tyr with IC50 values being observed at 

concentrations of 60.4 1-1M for OA (Fig. 2.5 A) and 70.3 1-1M for Tyr (Fig. 2.5 B). 

Given that we demonstrated that OA and Tyr inhibited both TNF-a-induced COX-2 

expression and PGE2 secretion from U-87 MG cells, we further addressed whether 

OA or Tyr inhibit HBMEC migration by targeting directly the chemotactic activity of 

PGE2. We measured cell migration after incubation of HBMECs with 50 ng/mL of 

recombinant PGE2 in the presence or absence of 100 !-lM of olive oil compounds. We 

found that PGE2 stimulated HBMEC migration as compared to control cells and this 

increase was completely abolished by Tyr, whereas OA had no inhibitory effect (Fig. 

2.5 C). These results suggest that these olive oil compounds blocked endothelial cell 

migration through different cellular mechanisms. 



DISCUSSION 

The incidence of brain cancer has markedly increased during the Jast few decades. 

GBMs present several challenges related to cancer cell proliferation, resistance to 

antiangiogenic, anti-metastatic and anti-inflammatory therapies (Aives et al., 2011). 

A high level of COX-2 expression has been detected in gliomas and its expression 

correlated with the histopathological grade (J oki et al., 2000). Recent studies have 

shown that many COX-2 inhibitors, such as nonsteroidal anti-inflammatory drugs, 

could act as efficient agents for cancer prevention as weil as for intervention alone or 

in combination with current chemotherapy and radiation modalities (Penas-Prado et 

al., 2014; Vera et al., 2014). 

TNF-a has been reported to be upregulated following radiation therapy in GBM 

patients (Zhou et al., 2014) and that dietary antioxidants could redu ce the incidence 

of brain tumors by down-regulating TNF-a or scavenging of free radicals (Sheweita 

et Sheikh, 2011). Here, we demonstrate for the first time that two specifie olive oil 

compounds, Tyr and OA, inhibited TNF-a-induced COX-2 expression in U-87 MG 

cells and PGE2 released through different signaling pathways. Although both 

compounds inhibited TNF-a -induced phosphorylation of MAPK, Tyr preferentially 

affected that of ERK compare to OA which reduced that of JNK. Moreover, the TNF­

a-induced phosphorylation of NF-KB is inhibited by Tyr, but not by OA. 

Consequent! y, the observed inhibition of PGE2 secretion was more affected by Tyr. 

It was reported that TGF-~-induced activation of ERK triggered the release of PGE2 

in osteoblastic cells, which in turn mediated cell proliferation (Ghayor, Rey et 

Caverzasio, 2005). Although speculative, such mechanism could similarly be 

involved with TNF-a in U-87 MG cells . The phosphorylation of ERK could either be 

directly activated by TNF-a or indirectly by an autocrine growth factor-mediated 
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process involving TNF-cx.. Consequently, activated ERK could upregulate COX-2 

expression (Liu et al., 2003). The facts that TNF-a-induced COX-2 expression was 

more affected by OA than TNF-a-induced PGE2 secretion in U-87 MG cells, and that 

the angiogenic action of PGE2 on HBMEC migration remained unaltered, support the 

involvement of these two mechanisms in the regulation of induction of TNF-a­

mediated inflammation. 

GBMs are among the most invasive and vascularized cancers. Interaction of GBM 

cells with their tumor rnicroenvironment is necessary to their growth, which is lirnited 

by the emergence of new blood vessels via angiogenesis (Dvorak et al., 2011). 

Angiogenesis and inflammation are closely linked (Costa, Incio et Soares, 2007). It 

was reported that TNF-cx. induces expression of vascular endothelial growth factor 

(VEGF) in gliomas, leading to increased brain tumor angiogenesis (Ryuto et al., 

1996). 

In the present study, in order to recapitulate sorne features of the GBM 

rnicroenvironment in vitro, growth factor-enriched media from U-87 MG cells were 

generated and their paracrine effeds on the migration of HBMECs were analyzed. 

First, we demonstrated that HBMEC migration was attenuated by the CM from COX-

2 silenced, supporting the role of COX-2 fonctions in angiogenesis. Second, the CM 

from U-87 MG cells stimulated with TNF-a and treated with OA or Tyr altered 

endothelial cell migration. The fact that Tyr inhibited PGE2-induced endothelial cell 

migration is correlated with the inhibitory effects of this compound on COX-2 

expression and PGE2 release from U-87 MG cells. 

We reported previously that OA but not Tyr inhibited VEGFR-2 phosphorylation and 

its downstream pathway Jeading to the inhibition of VEGF-induced human umbilical 

vein endothelial cell proliferation and migration (Lamy et al., 2014 ). Sin ce OA 

exerted no inhibitory effect on PGE2-induced HBMEC migration, it is possible that 
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the inhibition observed by the conditioned media from U-87 MG cells stimulated 

with TNF-a and treated with OA be attributable to alternate angiogenic factors 

secreted in the medium such as VEGF. 

Given the pleiotropic mode of action of OA and Tyr, a combination of these 

compounds could be beneficiai to prevent tumor progression. Despite that EVOO 

provides a considerable amount of OA, it is rarely available as free fatty acids in vivo 

and represent the basic structural components of triglycerides, phospholipids and 

cholesterol esters (Arab, 2003). Thus , the majority of the studies on olive oil 

compounds bioavailability have only focused on the potential healthful effects of 

phenolic compounds. These studies have shown a concentration-dependent 

absorption of olive oil phenols in humans (Visioli et al., 2000). The apparent 

absorption of these compounds was at least 55-66% of the ingested olive oil, which 

was metabolized and distributed throughout the body, even across the BBB, and was 

re-excreted as HT and Tyr in urine (Serra et al., 2012 ; Vissers et al., 2002). 

Depending of the type of olive cultivars and on nutritional custom, the concentration 

of phenols in EVOO could vary from 50 to 800 mg/kg (Vissers, Zock et Katan, 

2004). Moreover, the plasma concentration of phenolic compounds after olive oil 

consumption in humans has been reported to be in the range of 0.1-59 11M (Covas et 

al., 2006 ; Suarez et al., 2009). It is th us tempting to speculate th at the concentration 

inhibitory effects, as observed in our current study, are behaviorally achievable in 

humans. Overall, our data suggest that the chronic inflammatory rnicroenvironment, 

which drives glioblastoma growth and contributes to their neovascularization and 

invasiveness characteristics, may efficiently be prevented through the consumption of 

EVOO. Therefore, since cancer development and progression is a multi-step process, 

the supplementation with olive oil may represent a prornising dietary intervention for 

the prevention and/or management of glioblastoma. 
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Fig.2.1: Olive oil compounds inhibit TNF-a-induced COX-2 gene and protein 

expression in human glioblastoma cells. U-87 MG cells were serum-starved in the 

presence or in the absence of 100 )lM of indicated olive oil compounds. The medium 

was then replaced with fresh serum-free medium and the cells were stimulated with 

25 ng/mL of recombinant TNF-a for 24 h. (A) Cells were lysed and the levels of 

COX-2 protein expression were monitored by immunoblotting. Immunodetections 

obtained from representative experiments are shown. (B) The band intensities were 

analyzed by scanning densitometry using ImageJ software and the quantification of 

three independent experiments is shown. Values are means ±SEM (*p < 0.05 and 

***p < 0.001 versus TNF-a alone). For each sample, the COX-2 level was 

normalized for GAPDH. (C) Total RNA was isolated from conditions described 

above, eDNA synthesis, and qPCR performed to assess COX-2 gene expression. 

Values are means ±SEM of four independent experiments (*p < 0.05 and ***p < 

0.001 versus TNF-a alone). (D) Cell viability was assessed by WST-1 assay, as 

described in the Methods section. Values are means of two independent experiments 

performed in sextuplicate. (E) U-87 MG cells were serum-starved in the presence or 

in the absence of various concentrations of indicated olive oil compounds for 24 h 

and then the medium was replaced replaced by fresh medium containing 25 ng/mL 

TNF-a for 24 h. Immunodetections obtained from representative experiments are 

shown. (F) The band intensities obtained for each olive oil treatment were analyzed 

and corrected for GAPDH. The quantification of four independent experiments is 

shown. The relative levels of phosphorylated protein were also normalized to those 

seen in TNF-a control (value= 100). Values are means ±SEM (*p < 0.05, **p < 0.01 

and ***p < 0.001 versus TNF-a alone). 
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Fig.2.2: Oleic acid and tyrosol alter TNF-a-induced downstream signaling events in 

human glioblastoma cells. U-87 MG cells were serum-starved in the presence of 

various concentrations of indicated olive oil compounds for 24 h. The medium was 

then replaced by fresh serum-free medium for 30 min prior to cell stimulation with 25 

ng/mL TNF-a for 5 min. After these treatments, the phosphorylated forms of (A) NF­

KB, (B) ERK, or (C) JNK, along with their total protein levels, were monitored by 

immunoblotting. Imrnunodetection obtained from representative experiments are 

shown (top panels). The band intensities were analyzed by densitometry using 

ImageJ software and expressed in arbitrary units as a ratio of levels of phosphorylated 

protein to those of the total protein to correct for variation in the amount of protein 

(bottom panel). The relative levels of phosphorylated protein were also normalized to 

those seen in TNF-a control (value = 100). Values are means ±SEM of three 

independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 versus TNF-cx 

alone). 
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Fig.2.3: Oleic acid and tyrosol inhibit TNF-cx-induced PGE2 secretion by human 

glioblastoma cells. U-87 MG cells were serum-starved in the presence or in the 

absence of 100 11M of indicated olive oil compounds before the addition of 25 ng/mL 

TNF-cx for 24 h. Supernatants were collected and level of PGE2 was measured by 

enzyme immunoassay. Values are means ±SEM of two independent experiments 

performed in triplicate (**p < 0.01 and ***p < 0.001 versus TNF-cx alone). 
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Fig.2.4: Gene silencing of COX-2 abrogates TNF-a-mediated migration of human 

brain microvascular endothelial. (A-B) U-87 MG cells were transiently transfected 

with siRNA against COX-2 (siCOX-2) or with a scrambled sequence (siScr) as 

described in the Methods section. (A) Representative Western blots are shown for the 

expression of COX-2, and GAPDH as a loading control. (B) Total RNA was 

extracted and qRT-PCR was used to assess COX-2 gene expression in the siScr and 

siCOX-2 upon treatment with 25 ng/mL TNF-a 24 h. Values are means ±SEM of two 

independent experiments (**p < 0.01 and ***p < 0.001 versus TNF-a alone) . (C) 

HBMECs were starved for 24 h before adhesion into a CIM-Plates coated with 0.15% 

gelatin. Then, cells were incubated with either CM derived from U-87 MG cells 

treated or not with TNF-a (25 ng/mL) or siCOX-2 (20 nM) as described in the 

Methods section. The rate of cell migration was monitored in real-time using the 

xCELLigence system. A representative experiment from two experiments 

representing impedance responses are shown. The normalized Cell index at the base­

lime is set to 1 in all wells. 
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Fig.2.5: Oleic acid and tyrosol inhibit human brain microvascular endothelial cell 

migration. HBMEC migration was induced with either CM from U-87 MG cells 

treated or not with TNF-cx (25 ng/mL), various concentrations of (A) OA or (B) Tyr, 

or (C) with serum-free medium containing (or lacking) PGE2 (50 ng/mL) or olive oil 

compounds ( 100 !lM) as described in the Methods section. The rate of cell migration 

was monitored in real-time using the xCELLigence system. A representative 

experiment from two experiments representing impedance responses are shown. The 

normalized Cell index at the base-time 1s set to 1 m all wells. 



CHAPITRE III 

DISCUSSION 

La dominance de l'inflammation au sein du microenvironnement tumoral constitue 

une aberration majeure depuis plus de 150 ans (Balkwill et Mantovani, 2001). Le lien 

étroit qui existe entre ces phénomènes ne cesse de motiver les chercheurs à cibler 

l'inflammation en vue de prévenir et de traiter les cancers. Le développement des 

glioblastomes multiformes est fortement supporté par la présence d'une réponse 

inflammatoire notamment au cours du stade de l'inibabon qm est couplée à 

l'activation des cytokines et des facteurs de croissance résultant d'un dérèglement des 

cellules immunitaires. Particulièrement, le TNF-a joue un rôle crucial dans la 

coordination de cette progression tumorale. Il a été documenté qu'une régulation à la 

hausse du TNF-a est observée chez les patients atteints de glioblastomes après avoir 

subi une radiothérapie (Zhou et al., 2014). De plus, le TNF-a induit la surexpression 

du VEGF ce qui explique l'augmentation de l'angiogenèse observée chez les patients 

atteints (Galvao et Zong, 2013 ; .Juratli, Schackert et Krex, 2013a ; Kore et 

Abraham, 2014). 

Au cours du processus inflammatoire, la suractivation du TNF-a aboutit à 

l'augmentation de l'expression des COX-2 et de la secrétion des PGE2, de l'activation 

de NF-KB et des protéines MAPKs (ERK et JNK) ce qui promouvrait le 

développement tumoral (Harris, 1996 ; Schetter, Heegaard et Harris, 2010 ; Vane, 

Bakhle et Botting, 1998). L'inhibition de l'inflammation pourrait, par conséquent, 

constituer une démarche préventive efficace pour contrer l'activité du TNF-a afin de 

ralentir, voir même bloquer la progression des glioblastomes. Des évidences cliniques 

et épidérniologiques ont démontré que la régulation de l'inflammation chronique chez 

des sujets prédisposés à des maladies malignes peut être envisagée dans le but 

L_ _______________________________________________________________________ ---- ---
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d'établir une approche anti-inflammatoire et anti-tumorale (Thun, Henley et Patrono, 

2002). Plusieurs composés antioxydants issus de notre diète tels que l'apigénine et 

l'acide caféique ont été documentés pour leur capacité à réduire l'inflammation en 

affectant entre autres l'action du TNF-a (Paracatu, Faria et Quinello, 2014 ; Zhang, 

X. et al., 2014). 

Par ailleurs, les études inspirées des effets bénéfiques associés à la diète 

méditerranéenne se sont multipliées. L'huile d'olive fût l'objet de la plupart de ces 

études. Plusieurs composés phytochimiques ont montré des effets inhibiteurs sur les 

cancers du sein, de la prostate, du côlon et des intestins (Casaburi et al., 2013 ; 

Manzanares et al., 2014). L'OL, composé phénolique majeur de l'huile d'olive était 

capable d'induire l'apoptose dans des cellules de cancer du sein via la régulation à la 

hausse des gènes p53 et Bax (Manzanares et al., 2014). D'une autre part, des effets 

régulateurs des mécanismes associés au cancer colorectal ont été attribués à l' AO qui 

représente plus de 70% des composés antioxydants de l'huile d'olive (Carrillo, Cavia 

Mdel et Alonso-Torre, 2012). HT, quant à lui, est un inhibiteur potentiel du stress 

oxydatif et des dommages à l'ADN qui dominent dans le cancer du sein (Warleta et 

al., 2011). Malgré ces découvertes enrichissantes en vue d'améliorer les thérapies anti 

cancers, il n'existe pas d 'études qui ont élucidé les effets potentiels des molécules de 

l'huile d'olive sur l'action du TNF-a dans le cancer du cerveau. 

Dans la présente étude, nous démontrons pour la première fois que deux molécules 

spécifiques de l'huile d'olive soient Tyr et AO ont inhibé l'expression protéique et 

génique de COX-2 induite par le TNF-a dans les cellules de glioblastomes de 62% et 

37%, respectivement (Fig.2.1 A-C) et leurs effets ont été vérifiés par une inhibition 

dépendante à la concentration (Fig.2.1 E-F). De plus, la présence de Tyr et AO a 

diminué significativement l' induction de PGE2, produit de synthèse des COX-2 par 

AA et médiateur clés de l'inflammation (Fig.2.3). Nous suggérons que ces effets 

inhibiteurs sur l'expression des COX-2 et la libération de PGE2 soient médiés par 
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différentes voies de signalisation (Fig.2.2). Bien que les deux composés aient inhibé 

la phosphorylation des MAPKs (ERK et JNK) induite par le TNF-a (Fig.2.2 B-C), 

Tyr a affecté préférentiellement ERK de plus de 90% (Fig.2.2 B) comparé à AO qui a 

réduit de 80% la phosphrylation de JNK et de ERK (Fig.2.2 B-C). ll a été documenté 

que l'activation de la voie ERK induite par des facteurs de croissance tels que le 

TGF-~ stimule la libération des PGE2 (Ghayor, Rey et Caverzasio, 2005) Il est donc 

possible qu'un tel mécanisme soit impliqué dans l'action du TNF-a dans les U-87 et 

que le Tyr et l' AO agissent pour bloquer la secrétion des PGE2 en inhibant la 

phosphorylation de ERK dans les glioblastomes qui pourrait être alors directement 

activée par le TNF-a ou indirectement par une voie autocrine médiée par des facteurs 

de croissance impliquant le TNF-a. 

En outre, la phosphorylation de NF-KB induite par le TNF-a a été inhibée par Tyr 

mais non par AO (Fig.2.2 A). Ceci pourrait expliquer par conséquent l'inhibition 

observée de la secrétion des PGE2 qui a été plus affectée par Tyr (Fig.2.3). Toutefois, 

le fait que l'expression des COX-2 soit efficacement altérée par AO supporte son 

pouvoir inhibiteur sur la régulation de l'inflammation médiée par le TNF-a. Notons 

que le test de cytotoxicité WST -1 confirme que Tyr et AO ne sont pas toxiques pour 

les cellules et que les effets inhibiteurs observés ne sont pas dues à la mort cellulaire 

(Fig.2.1 D). 

Mis à part l'implication des voies de transduction des MAPKs et de NF-KB dans la 

diminution de l'expression des COX-2, il est tout de même intéressant d'étudier les 

processus cellulaires impliqués dans ce phénomène. L'intéraction des glioblastomes 

avec leur microenvironnement tumoral est essentiel à leur développement, qui est 

supporté par l'apparition de nouveaux vaisseaux sanguins par l'angiogenèse (Costa, 

Incio et Soares, 2007). L'angiogenèse et l'inflammation induite par le TNF-a sont 

étroitement associées (Ryuto et al., 1996). La surexpression du TNF-a dans 

l'environnement tumoral active des facteurs de croissance comme le VEGF qui a 
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pour but d'activer l'angiogenèse et la migration des cellules endothéliales pour 

vasculariser et nourrir la tumeur (Ahluwalia et al., 2014 ; Cheng et Chen, 2001 ; 

Folkman, J., 1995, 2006a). De plus, il a été démontré que la présence des COX-2 

ainsi que les PGE2 induits par le TNF-a dans le microenvironnement tumoral stimule 

la migration des cellules endothéliales vers le site de la tumeur et activent 

l'angiogenèse (Gately et Kerbel, 2003). Une diminution de l'expression des COX-2 

serait-elle alors couplée à une inhibition de la migration cellulaire? 

Un milieu enrichi par des facteurs de croissance généré par les cellules de 

glioblastomes a permis d'analyser les propriétés du microenvironnement de ceux-ci et 

leur effets paracrines sur la migration cellulaire des cellules endothéliales 

microvasculaires cérébrales humaines (HBMECs). La migration des HBMECs 

atténuée en présence du milieu conditionné secrété par les glioblastomes suite à une 

transfection avec un SiCOX-2 confirme le rôle des COX-2 dans la modulation des 

fonctions de l'angiogenèse (Fig.2.4). De même, la migration des cellules 

endothéliales a subit une altération en utilisant un milieu conditionné généré par des 

cellules de glioblastome U-87 stimulées avec du TNF-a et traitées avec les composés 

Tyr et AO (Fig.2.5 A-B). De plus, le Tyr a inhibé la migration des cellules 

endothéliales induite par les PGE2 (Fig.2.5 C) ce qui corrèle avec son effet inhibiteur 

observé sur l'expression des COX-2 et la secrétion des PGE2 par les U-87. D'un autre 

côté, l' AO n'a pas exercé d'effet inhibiteur sur la migration des HBMECs induite par 

les PGE2 (Fig.2.5 C). Nous suggérons qu'il soit possible que la diminution de la 

migration en présence du milieu conditionné des cellules U-87 stimulées avec du 

TNF-a et traitées avec AO soit attribuée à 1 'inhibition de 1' action de facteurs 

angiogéniques secrétés dans le milieu tels que le VEGF. Ceci serait en accord avec 

une étude rapportée récemment dans notre laboratoire où il a été démontré que l' AO 

contrairement au Tyr a inhibé la phosphorylation du VEGFR-2, la migration et la 

prolifération cellulaire des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine 

induites par le VEGF (Lamy et al., 2014). D'une autre part, il a été documenté qu'en 
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bloquant la phosphorylation de ERK-112 et de SAPK/JNK, les cellules endothéliales 

subissent une altération de la migration (Cheng et Chen, 2001 ; Tello Velasquez et 

al., 2014 ). Ceci qui supporte 1' interprétation que 1' inhibition de la migration observée 

en présence de Tyr et AO pourrait en partie être reliée à leurs autres effets inhibiteurs 

sur les MAPKs. 

Les concentrations nécessaires pour mettre en valeur l'activité anti-oxydante des 

polyphénols de l'huile d'olive in vitro varient entre 50 et 100 !-LM ce qui soutient 

1 'intervalle des concentrations que nous avons utilisées (Vissers, Zock et Katan, 

2004). De plus, il est estimé chez les humains que la concentration plasmatique totale 

que peuvent atteindre les composés phénoliques de l'huile d'olive varie entre 0,1 et 

59 !-LM (Suarez et al., 2009). Aussi, environ 55 à 66% de composés de l'huile d'olive 

ingérés est absorbé, métabolisé et distribué dans le corps et traversent même la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) ce qui peut représenter une bonne cible pour la 

prévention du cancer cérébral (Serra et al., 2012). 

Nos résultats démontrent clairement les effets de deux des molécules testées sur la 

modulation de l'inflammation et sur la migration cellulaire induite par le TNF-a. 

Suite à notre étude, nous pouvons suggérer que les effets anti-inflammatoires et 

antitumoraux de 1 'huile d'olive sont liés à sa concentration en antioxydants, mais 

également à sa concentration en acides gras monoinsaturés. Bien qu'ils soient tous les 

deux extraits de l 'huile d'olive extra vierge, la différence de la structure chimique 

entre AO (un acide gras) et Tyr (un phénol) pourrait expliquer la variabilité de leurs 

effets sur les différents médiateurs et voies de signalisation testés dans le projet. Ces 

effets inhibiteurs touchent COX-2, JNK et ERK avec un IC 50 qui varie entre 15 et 80 

!!M. Ce sont des concentrations facilement absorbées par l'humain. Nos observations 

sont en accord avec d'autres études qui suggèrent que les composés phénoliques de 

l'huile d' olive sont absorbés de manière concentration dépendante et sont hautement 

biodisponibles (Visioli et al., 2000). L'adoption d'une diète supplémentée en huile 
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d'olive extra-vierge pourrait représenter une intervention prometteusee dans la 

prévention des glioblastomes. 



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Le TNF-a occupe un rôle crucial dans le rnicroenvironnement inflammatoire qui 

soutient le développement des glioblastomes. li est donc essentiel de caractériser une 

stratégie préventive pouvant s'opposer à son effet afin de prévenir la progression du 

cancer cérébral. Dans le cadre de l'identification des effets des molécules d'origine 

nutritionnelle, la présente étude a démontré que le composé phénolique (Tyr) ainsi 

que l'acide gras monoinsaturé (AO) de l'huile d'olive agissent comme inhibiteurs de 

l'inflammation induite par le TNF-a dans les U-87. La régulation à la baisse des voies 

de transduction de NF-KB et des MAPKs (ERK et JNK) conduit à l'inhibition de 

l'expression des COX-2 et de leurs produits de catalyse les PGE2. Ces dernières étant 

bloquées, ceci empêche à son tour l'activation de la migration cellulaire et exercent 

un effet rétronégatif sur l'action du TNF-a pour atténuer la réponse inflammatoire. 

Par conséquent, les différents effets observés en présence de Tyr et AO autant sur le 

compartiment endothélial (HBMECs) que sur le compartiment tumoral (U-87), 

informent sur la richesse de 1' aliment complet et contribuent à confirmer les effets 

préventifs du régime méditerranéen sur les cancers. 

D'autres recherches seront requises pour mieux caractériser les mécanismes d'action 

des molécules anti-inflammatoires de l'huile d'olive. ll est envisageable d'étudier 

l'implication des récepteurs aux TNF-a exprimés dans les glioblastomes (TNF-Rl et 

TNF-R2) dans la modulation des voies de signalisation et l'expression des COX-2 en 

utilisant des antagonistes à ces récepteurs. Par ailleurs, IL-l et IL-6 sont des cytokines 

inflammatoires ayant des activités étroitement semblables à celles du TNF-a 

(Macarthur, Hold et El-Omar, 2004). ll serait intéressant de vérifier les effets 
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potentiels des molécules de l'huile d'olive sur ces cytokines dans d'autres lignées de 

cancer du cerveau telles que les U-251 qui sont très invasives et résistantes aux 

traitements ce qui pourrait confirmer leur effets et élargir leur spectre d'action en 

terme de prévention du cancer de cerveau. 

En outre, l'effet de l'huile d'olive peut être étudié dans un modèle in vtvo. Les 

groupes de souris NUDE pourront être soumis à des traitements avec les molécules 

de 1 'huile d'olive administrées par injection dans la voie intrapéritonéale de la souris. 

Sinon, l'huile d'olive peut être donnée par gavage débuté 24-48h (mode préventif) 

avant de lui implanter de façon sous-cutanée des cellules cancéreuses cérébrales 

(modèle de xénogreffes sous-cutanées). Les effets seront par la suite observés sur la 

croissance de la tumeur implantée entre les différents groupes (témoin = aucun 

traitement avec l' huile d'olive; traité = traitement avec huile d'olive. Les effets de 

l'huile d'olive seront ainsi observés sur le taux de survie des souris. La présence des 

tumeurs au niveau du cerveau pourra être vérifiée par l'examen histologique du 

cerveau (coloration) ou par imagerie in vivo et les tissus pourront ainsi être prélevés 

pour des analyses de protéines/gènes. 

La caractérisation in vitro au niveau moléculaire et cellulaire indique nettement le 

potentiel antitumoral et anti-inflammatoire des molécules de l'huile d'olive 

particulièrement AO et Tyr et ce à des concentrations proches des concentrations 

tolérées par le corps humain. Notre étude pourrait amorcer une nouvelle stratégie 

efficace en vue de prévenir les tumeurs cérébrales en adoptant une nutrition basée sur 

une utilisation systématique de 1' huile d'olive. 
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