
UNIVERSITÉ DU QUÉBEC À MONTRÉAL
 

LES FLAVONOÏDES D'ORIGINE ALIMENTAIRE ET LE CANCER 

INHIBITION DE L'ANGIOGENÈSE TUMORALE
 

ET DU POTENTIEL INVASIF DES MÉDULLOBLASTOMES
 

MÉMOIRE
 

PRÉSENTÉ
 

COMME EXIGENCE PARTIELLE
 

DE LA MAÎTRISE EN CHIMIE
 

PAR
 

DAVID LABBÉ
 

DÉCEMBRE 2008
 



UNIVERSITÉ DU QUÉBEC À MONTRÉAL
 
Service des bibliothèques
 

Avertissement 

La diffusion de ce mémoire se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé 
le formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles 
supérieurs (SDU-522 - Rév.01-200G). Cette autorisation stipule que "conformément à 
l'article 11 du Règlement no 8 des études de cycles supérieurs, [l'auteur] concède à 
l'Université du Québec à Montréal une licence non exclusive d'utilisation et de 
publication de la totalité ou d'une partie importante de [son] travail de recherche pour 
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, [l'auteur] autorise 
l'Université du Québec à Montréal à reproduire, diffuser, prêter, distribuer ou vendre des 
copies de [son] travail de recherche à des fins non commerciales sur quelque support 
que ce soit, y compris l'Internet. Cette licence et cette autorisation n'entraînent pas une 
renonciation de [la] part [de l'auteur) à [ses) droits moraux ni à [ses) droits de propriété 
intellectuelle. Sauf entente contraire, [l'auteur) conserve la liberté de diffuser et de 
commercialiser ou non ce travail dont [il] possède un exemplaire.» 



REMERCIEMENTS 

Mes remerciements vont tout d'abord à mon directeur de recherche, le Dr Richard 

Béliveau, pour m'avoir donné la chance d'effectuer des recherches au sein de son laboratoire 

sur un sujet qui me tient à cœur: la prévention du cancer par les aliments. Sa rigueur 

scientifique, son enthousiasme pour l'avancement de la science et son sens de l'humour ont 

été pour moi source d'inspiration. Je remercie la Dre Sylvie Lamy pour son soutien et son 

encadrement à mes tout débuts en recherche sur le cancer. J'adresse mes sincères 

remerciements au Dr Denis Gingras et au Dr Dominique Boivin pour avoir pris le relais dans 

ma formation en recherche. Leur sens critique hors pair et leur patience ont été des éléments 

clés de mon développement en tant que futur chercheur. Je tiens aussi à les remercier pour 

leur amitié et leur sens de l'humour qui m'a déridé lors des journées de travail. Merci 

également à la Dre Édith Beaulieu pour son aide quotidienne. 

Un merci tout particulier à mon ami Mathieu Provençal. Son soutien moral et 

technique, jour après jour, m'a permis de passer plus facilement au travers de ma maîtrise. 

Merci également à Ryan Veitch qui a égayé les étés au laboratoire. Je tiens à remercier mes 

amis et collègues du Laboratoire de médecine moléculaire pour les bons moments que nous 

avons partagés, plus particulièrement merci à Valérie Bédard, Marisol Michaud, Xavier 

Vanier, Carine Nyalendo et Nicolas Fontaine. 

Je souhaite remercier mes parents, Jocelyn et Diane, qui m'ont toujours encouragé et 

appuyé dans la poursuite de mes études. Un gros merci à ma conjointe Judith qui m'a soutenu 

moralement tout au long de ma maîtrise et au cours des nombreux soirs et fins de semaine 

passés à travailler. 

Finalement, je souhaite remercier le Conseil de recherche en sciences naturelles et en 

génie du Canada (CRSNG) et le Fonds québécois de la recherche sur la nature et les 

technologies (FQRNT) pour leur soutien financier. 



NOMS DU DIRECTEUR DE MAÎTRISE ET DES MEMBRES DU JURY
 

Directeur de maîtrise:	 Richard Béliveau, Ph.D. 

Professeur 

Laboratoire de médecine moléculaire 

Département de chimie, Université du Québec à Montréal 

Centre de cancérologie Charles-Bruneau, Hôpital Sainte-Justine 

Membres du jury :	 Luc Vallières, Ph.D. 

Professeur 

Département d'anatomie et de physiologie, Université Laval 

Centre de recherche en endocrinologie moléculaire et oncologique, 

Centre hospitalier de l'Université Laval (CHUL) 

Borhane Annabi, Ph.D. 

Professeur 

Chaire de recherche du Canada en oncologie moléculaire 

Département de chimie, Université du Québec à Montréal 



TABLE DES MATIÈRES
 

Page 

LISTE DES FIGURES viii
 

CHAPITRE l
 

INTRODUCTlON
 

LISTE DES ABRÉVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES x
 

RÉSUMÉ XII
 

1.1 Les médulloblastomes 2
 

1.2 L'angiogenèse tumorale 3
 

1.2.1 Le récepteur à tyrosine kinase VEGFR-2 6
 

1.2.2 Le récepteur à tyrosine kinase PDGFR-~ 8
 

1.2.3 Les thérapies antiangiogéniques 9
 

1.2.4 Les thérapies antiangiogéniques et les médulloblastomes 12
 

1.3 La formation de métastases 13
 

1.3.1 Les récepteurs à tyrosine kinase ERBB 15
 

1.3.2 Le récepteur à tyrosine kinase Met 16
 

1.3.3 Les thérapies antimétastatiques 18
 

1.3.4 Les thérapies antimétastatiques et les médulloblastomes 20
 

1.4 La vision Darwinienne du cancer 22
 

1.5 Lien alimentation/cancer 23
 

1.6 La nutrathérapie 24
 

1.7 Les flavonoïdes 26
 

1.7.1 Les anthocyanes 28
 

1.7.2 Les flavonols 29
 

1.8 Les objectifs de la recherche 30
 

CHAPITRE II
 

DELPHINIDIN, A DIETARY ANTHOCYANIDIN, INHIBITS PLATELET DERIVED GROWTH 33
 

FACTOR LIGAND/RECEPTOR (PDGF/PDGFR) SIGNALING
 

2.1 Introduction 35
 



38 

v 

2.2 Materials and methods 

2.2.1	 Materials 38
 

2.2.2	 Cell culture 39
 

2.2.3	 Immunoprecipitation and immunoblotting procedures 39
 

2.2.4	 Analysis ofERK-l/2 phosphorylation 40
 

2.2.5	 Migration assays 40
 

2.2.6	 Cel! proliferation assays 41
 

2.2.7	 Assessment of cell viability 41
 

2.2.8	 Capillary tube formation by EC/SMC in fibrin gels 41
 

2.2.9	 Capillary tube stabilization by EC/SMC in fibrin gels 42
 

2.2.10 Animais	 42
 

2.2.11 ln vivo Matrigel plug assay	 43
 

2.2.12	 NCI-H460 tumor xenograft model 43
 

2.2.13 Statistical analysis	 43
 

2.3 Results	 45
 

2.3.1	 Delphinidin inhibits PDGF-induced tyrosine phosphorylation of 45
 

PDGFR-~ 

2.3.2	 Delphinidin inhibits PDGF-induced ERK phosphorylation 45
 

2.3.3	 Delphinidin inhibits PDGF-induced migration of smooth 46
 

muscle cells
 

2.3.4	 Delphinidin inhibits growth factor-induced tube formation ln 46
 

3D fibrin gels
 

2.3.5	 Anthocyan-rich extract inhibits FGF-2 and PDGF-BB-induced 48
 

angiogenesis in vivo
 

2.3.6	 Anthocyan-rich extract inhibits human tumor growth 49
 

2.4 Discussion 50
 

CHAPITRE III
 

THE FLAVONOLS QUERCETIN, KAEMPFEROL AND MYRICETfN INHIBIT HEPATOCYTE 63
 

GROWTH FACTOR-INDUCED MEDULLOBLASTOMA CELL MIGRATION
 

3.1 Introduction	 65
 

3.2 Materials and methods	 67
 



Vl 

3.2.1	 Materials 67
 

3.2.2	 Cell culture 67
 

3.2.3	 Immunoblotting procedures 67
 

3.2.4	 Migration assays 68
 

3.2.5	 Fluorescence and confocal microscopy 68
 

3.2.6	 Cell adhesion assays 69
 

3.2.7	 Statistical analysis 69
 

3.3 Results	 70
 

3.3.1	 Quercetin, myricetin and kaempferol inhibit Met 70
 

phosphorylation induced by HGF in DAOY
 

3.3.2	 Low concentrations of quercetin and kaempferol inhibit Akt 70
 

phosphorylation induced by HGF in DAOY
 

3.3.3	 Myricetin, kaempferol and quercetin inhibit HGF mediated 71
 

DAOY ceU migration
 

3.3.4	 Treatment with the flavonols kaempferol, quercetin and 72
 

myricetin or with the Met kinase inhibitor SU 11274 prevents
 

morphological changes induced by HGF in DAOY
 

3.4 Discussion 73
 

CHAPITRE IV
 

DISCUSSION 86
 

4.1	 Efficacité relative des flavonoïdes en comparaison avec des inhibiteurs 86
 

spécifiques
 

4.2	 Mécanismes d'action probables des flavonoïdes sur les récepteurs PDGFR- 89
 

~ et Met
 

4.3	 Biodisponibilité 90
 

4.4	 Le passage de la barrière hémato-encéphalique 92
 

4.5	 Relevance physiologique 93
 

4.6 Approche multi-inhibitrice dans la prévention et le traitement du cancer 94
 

CHAPITRE V
 

CONCLUSION ET PROSPECTIVES 97
 

RÉFÉRENCES 99
 



134 

Vil 

APPENDICE A 

CONTRIBUTION DE L'AUTEUR DU MÉMOIRE 



LISTE DES FIGURES 

Figure	 Page 

1.1	 Balance de différentes molécules proangiogéniques et antiangiogéniques 6
 

régulant la « switch angiogénique »
 

1.2	 Stabilisation du réseau de cellules endothéliales par les cellules 9
 

musculaires lisses
 

1.3	 Sensibilisation des cellu les endothéliales suite à un traitement contre 11
 

PDGFR-~ 

1.4 Schéma décrivant la formation de métastases	 14
 

1.5 Schéma de la cascade de signalisation classique de Met	 17
 

1.6 Structure de base des flavonoïdes	 27
 

1.7	 Structure des principaux aothocyanes 28
 

1.8	 Structure des principaux flavonols 29
 

2.1	 Effect of delphinidin on phosphorylation ofVEGFR-2 and PDGFR-~ 57
 

2.2	 Effect of delphinidin on phosphorylation ofERK-1/2 induced by PDGF- 58
 

BB in PASMC
 

2.3	 Effect of delphinidin on PDGF-BB-induced proliferation and migration of 59
 

smooth muscle cells
 

2.4	 Effect of delphinidin on growth factor-induced tube formation and 60
 

stabilization of HUVEC/PASMC in 3D fibrin gels
 

2.5	 Effect of berry extracts on synergistic angiogenesis in vivo induced by 61
 

FGF-2 and PDGF-BB
 

2.6	 Effect of berry extract feed iog on NCI-H460 tumor xenograft growth in 62
 

athymie nude mice
 

3.1	 Structure of flavonols and of the green tea flavanol (-)-epigallocatechin 80
 

gallate (EGCG).
 

3.2	 Quercetin, myricetin and kaempferol inhibit Met phosphorylation induced 81
 

by HGF in DAOY
 

3.3	 Quercetin and kaempferol inhibit Akt phosphorylation induced by HGF in 82
 

DAOY
 

3.4	 Flavonols myricetin, kaempfero1 and quercetin inhibit HGF-mediated 83
 

DAOY cell migration
 



IX 

3.5 Kaempferol, quercetin and myricetin prevent morphological changes 84 

induced by HGF in DAOY 

Sup.3.1 Flavonols does not affect ERK phosphorylation induced by HGF in 75 

DAOY 



LISTE DES ABRÉVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES
 

ATP 

BBB 

Cy 

DAOY 

Dp 

EC 

ECG 

EGCG 

EGFR 

ERBB-l 

ERBB-2 

ERK 

FGF-2 

FITC 

HGF 

HUVEC 

IGFR-l 

PASMC 

PDGF 

PDGFR 

PDGFR-[3 

Pg 

adenosine triphosphate - adénosine triphosphate 

blood-brain barrier - barrière hémato-encéphalique 

cyanidin - cyanidine 

medulloblastoma cell line - ligné cellulaire de médulloblastome 

delphinidin - delphinidine 

endothelial cell- cellule endothéliale 

(-)-epicatechin gallate - (-)-épicatéchine gallate 

(-)-epigallocatechin gallate - (-)-épigallocatéchine gallate 

epidermal growth factor receptor - récepteur / facteur de croissance 

épidermique 

epidermal growth factor receptor 1 - récepteur 1 / facteur de croissance 

épidermique 

epidermal growth factor receptor 2 - récepteur 2 / facteur de croissance 

épidermique 

extracellular signal-regulated kinase - kinase régulée par un signal 

extracel1ulaire 

fibroblast growth factor-2 - facteur de croissance fibroblastique de type 2 

fluorescein isothiocyanate - fluorescéine isothiocyanate 

hepatocyte growth factor - facteur de croissance des hépatocytes 

human umbilical vein endothelial cell- cellules endothéliales de la veine 

ombilicale 

insulin-like growth factor receptor 1- récepteur 1 / facteur de croissance 

analogue à l'insuline 

human pulmonary aortic smooth muscle cell- cellules musculaires lisses 

aortiques du poumon humain 

platelet-derived growth factor - facteur de croissance dérivé des plaquettes 

platelet-derived growth factor receptor - récepteur / PDGF 

platelet-derived growth factor [3-receptor - récepteur / PDGF bêta 

pelargonidin - pélargonidine 



Xl 

PI3K phosphatidylinositol-3-kinase - I-phosphatidylinositoI3-kinase 

PLGF placenta growth factor - facteur de croissance placentaire 

Pt petunidin - pétunidine 

RTK tyrosine kinase receptors - récepteur à tyrosine kinase 

SK-Br3 human breast adenocarcinoma cells - cellules humaines d'un 

adénocarcinome du sein 

VEGF vascular endothelial growth factor - facteur de croissance endothéliale 

vasculaire 

VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor-2 - récepteur 2/ VEGF 

VPF vascular permeability factor - facteur de perméabilité vasculaire 

TGF-Œ tranforming growth factor alpha - facteur de croissance transformant alpha 



RÉSUMÉ 

Le médulloblastome est la tumeur maligne du cerveau la plus répandue chez l'enfant. 
C'est un cancer très agressif, avec près de 30 % des enfants qui présentent des métastases lors 
du diagnostic initial. En réponse à divers signaux, les cellules cancéreuses s'échappent de la 
tumeur primaire et empruntent généralement les nombreux vaisseaux sanguins immatures 
issus de l'angiogenèse tumorale afin de se disséminer dans l'organisme. Les récepteurs à 
tyrosine kinase sont responsables de la majorité des signaux cellulaires cruciaux dans les 
processus d'angiogenèse tumorale et de formation de métastases. Dans un contexte de 
prévention et de traitement du cancer par l'alimentation, ces derniers représentent des cibles 
de choix pour de nombreuses molécules issues de la diète telles que certains tlavonoïdes. 

La croissance de la plupart des cancers, incluant les cancers cérébraux, dépend d'une 
vascularisation adéquate et l'inhibition de l'angiogenèse tumorale pourrait être une stratégie 
efficace afin de bloquer ou retarder la croissance tumorale. Récemment, les approches 
antiangiogéniques se sont diversifiées afin de viser non seulement les cellules endothéliales, 
mais également les cellules musculaires lisses qui contribuent à la maturation et à la 
stabilisation des vaisseaux sanguins. Nous avons démontré précédemment que la 
delphinidine, un constituant actif majeur des baies, inhibe la phosphorylation du « vascular 
endothelial growth factor (VEGF) receptor-2 » ou VEGFR-2 induite par le VEGF et bloque 
l'angiogenèse in vitro et in vivo. Dans cette étude, nous démontrons que la delphinidine 
inhibe également l'activation du « platelet derived growth factor-BB (PDGF-BB) receptor­
S» ou PDGFR-S dans les cellules musculaires lisses et que cette inhibition contribuerait à 
l'effet antitumoral de cette molécule. L'effet inhibiteur de la delphinidine sur PDGFR-S est 
très rapide et mène à l'inhibition de l'activation de ERK-1/2 et de la motilité des cellules 
musculaires lisses induite par le PDGF-BB. De plus, la delphinidine empêche la 
différenciation et la stabilisation des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses 
en un réseau de tubes similaires à des capillaires dans un modèle de coculture en trois 
dimensions. Dans un modèle d'implant de Matrigel chez la souris, nous avons démontré 
qu'un extrait de baies riche en anthocyanes est en mesure d'inhiber la formation synergique 
de vaisseaux sanguins par le « fibroblast growth factor-2 » ou FGF-2 et le PDGF-BB. Le 
gavage de souris nues avec ce même extrait a également retardé de manière significative la 
croissance tumorale dans un modèle de xénogreffe de cancer du poumon. Ensemble, ces 
résultats permettent de mieux comprendre les mécanismes responsables de l'activité 
antiangiogénique de la delphinidine, procurant des informations importantes dans le 
développement de stratégies efficaces de prévention du cancer par l'alimentation. 

Récemment, le « hepatocyte growth factor» ou HGF et son récepteur à tyrosine 
kinase Met, se sont imposés comme des éléments clés de la croissance et de la propension à 
former des métastases dans les médulloblastomes chez l'humain, suggérant que ['inhibition 
de cette voie de signalisation pourrait être une cible intéressante dans la prévention et le 
traitement de cette maladie. Au cours de cette étude, nous avons démontré que différents 
flavonols d'origine alimentaire, soit la quercétine, le kaempferol et la myricétine, inhibent 
l'axe de signalisation HGF/Met dans une lignée de cellules de médulloblastomes (DAOY). 
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Cet effet prévient la formation de sites riches en actine corticale à la membrane et résulte en 
l'inhibition de la migration cellulaire induite par Met. De plus, la quercétine et le kaempferol 
diminuent fortement l'activation de Akt induite par le HGF et ce, à des concentrations 
pouvant être atteintes par l'alimentation. Ces résultats indiquent que la quercétine, le 
kaempferol et la myricétine sont des inhibiteurs de l'activité de Met issus de l'alimentation, 
ce qui suggère que cet effet inhibiteur pourrait contribuer aux propriétés chimiopréventives 
de ces molécules. 

Mots-clés: cancer, alimentation, prévention, angiogenèse, médulloblastomes, flavonoïdes. 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

Le cancer est sans contredit l'un des principaux fléaux de ce siècle. Chaque année, 

près de 10 millions de nouveaux cas sont diagnostiqués à travers le monde (Greaves, 2007). 

Au Canada, quelques 166400 cas sont estimés pour l'année 2008, selon la Société 

canadienne du cancer. Malgré les sommes faramineuses investies dans la lutte au cancer, 

encore aujourd'hui près de 40 % des Canadiennes et 45 % des Canadiens risquent d'en être 

atteints au cours de leur vie, et 1 personne sur 4 en mourra. 

Maladie d'une complexité extraordinaire, le terme général « cancer» regroupe en fait 

plus de 100 différents types de maladies, chacune de celles-ci comprenant plusieurs variantes 

(Hanahan et Weinberg, 2000). Malgré cette grande diversité, les chercheurs s'accordent pour 

dire que le processus de cancérogenèse s'effectue selon un mécanisme analogue à l'évolution 

darwinienne. Ce mécanisme se résume en une succession de changements génétiques, chacun 

conférant certains avantages du point de vue de la croissance cellulaire, changements menant 

à la conversion progressive des cellules humaines normales en cellules cancéreuses (Nowell, 

1976). Traditionnellement, on divise le processus de cancérogenèse en trois phases cruciales, 

soit: l'initiation, la promotion et la progression, chacune des phases pouvant être d'une durée 

variable (Surh, 2003). 

L'initiation est généralement un processus rapide et irréversible, qui implique des 

dommages génotoxiques suite à la détérioration de l'ADN cellulaire par des agents 

cancérigènes. Si les dommages à l'ADN cellulaire ne sont pas suffisamment sévères pour 

entraîner la mort de la cellule, ou si les mécanismes d'autodestruction ont été altérés, la 

cellule entre alors dans la phase de promotion (Hussain, Hofseth et Harris, 2003). Cette phase 

est considérée comme étant un processus relativement long et réversible, pendant lequel les 

altérations cellulaires s'accumulent, transformant petit à petit les cellules saines en cellules 
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précancéreuses. Lors de cette étape, les cellules doivent acquérir quatre altérations 

essentielles avant d'atteindre la dernière phase de la transformation néoplasique. Ces 

altérations sont: l'autosuffisance en facteurs de croissance, l'insensibilité aux antifacteurs de 

croissance, l'évasion de la mort programmée de la cellule (apoptose) et l'acquisition d'un 

potentiel de réplication illimité. Finalement, lors de la phase de progression, les cellules 

doivent contracter deux nouveaux traits essentiels à tout cancer malin, soit l'acquisition d'une 

angiogenèse tumorale soutenue et la capacité de procéder à l'invasion des tissus et à la 

formation de métastases (Hanahan et Weinberg, 2000). Si ces six altérations clés confèrent un 

avantage compétitif aux cellules cancéreuses, elles représentent autant de cibles stratégiques 

dans la lutte contre ce désordre. Cependant, à l'heure actuelle les thérapies antiangiogéniques 

et antimétastatiques sont plus prometteuses, puisque c'est généralement à la suite de 

l'enclenchement de ces deux étapes clés que le cancer est diagnostiqué et traité (Naumov, 

Akslen et Folkman, 2006). 

1.1 Les médulloblastomes 

Les tumeurs du système nerveux central représentent le second cancer pédiatrique en 

importance, après les leucémies. Elles affectent près de 3,3 enfants sur 100 000 (Legler et al., 

1999) et sont associées à 20 % des nouveaux cas et à 30 % des décès imputables au cancer 

chez les jeunes de moins de 14 ans au Canada, selon la Société canadienne du cancer. Le 

médulloblastome est la tumeur cérébrale la plus répandue chez l'enfant (Marino, 2005 ; 

Polkinghorn et Tarbell, 2007) et est responsable de près de 40 % des tumeurs pédiatriques du 

cervelet (Crawford, MacDonald et Packer, 2007). Pour fins cliniques, les médulloblastomes 

sont généralement divisés en cinq groupes sur la base de critères histologiques, soit: 

classique, desmoplastique, anaplastique ou à larges cellules, mélanotique et 

médullomyoblastome, ces deux derniers groupes étant des sous-types extrêmement rares 

(Crawford, MacDonald et Packer, 2007). 

Une grande percée dans la compréhension des médulloblastomes a été rendue 

possible par l'identification de deux syndromes génétiques prédisposant au développement de 
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ce cancer. Les syndromes de Gorlin et celui de la polypose adénomateuse sont causés par une 

mutation des gènes PTCH et APC respectivement, tous deux associés à la formation de 

médulloblastomes. Certes, cette percée a permis d'enrichir nos connaissances (Collins, 2004), 

mais elle n'a pas donné les résultats cliniques escomptés puisque ces gènes ne contribuent 

qu'à moins de 15 % des médulloblastomes sporadiques (Dahmen et a!., 2001 ; Koch et a!., 

2001). 

En effet, malgré de meilleures connaissances sur cette maladie, l'efficacité des 

traitements demeure relativement faible, résultant en un taux de survie sans récidive après 5 

ans variant entre 50 % et 60 % (Rossi et a!., 2008). En outre, la sévérité du traitement 

combiné aux effets neurologiques de la tumeur augmente considérablement le risque de 

développer des séquelles à long terme, dont une puberté précoce, un mauvais développement 

de la colonne vertébrale, des effets dévastateurs sur les capacités cognitives ainsi que des 

déficiences hormonales entraînant de graves troubles de la croissance (Gilbertson, 2004). Le 

médulloblastome est un cancer hautement métastatique où près de 30 % des enfants 

présentent déjà des métastases lors du diagnostic (Crawford, MacDonald et Packer, 2007). De 

plus, malgré l'irradiation complète du cerveau et de la colonne vertébrale afin de prévenir la 

dissémination de la maladie, près de la moitié des patients meurent suite à une récidive 

précoce (Rossi et al., 2008). Une forte densité des vaisseaux sanguins étant synonyme d'un 

pronostic défavorable significatif (Ozer et al., 2004), il est rationnel de poser l'hypothèse que 

l'importante propension de la maladie à métastaser est attribuable, entre autres, à une 

angiogenèse tumorale substantielle (Grizzi, Weber et Di leva, 2008). 

1.2 L'angiogenèse tumorale 

Chez les animaux primitifs, tels le ver Caenorhabditis elegans et la mouche à fruit 

Drosophila melanogaster, le corps minuscule de ces bestioles permet à l'oxygène de diffuser 

au travers de l'organisme et d'atteindre toutes les cellules. Cependant, chez les autres espèces 

de plus grande taille qui se sont développées ultérieurement, l'évolution les a dotées d'un 

système vasculaire permettant la distribution de l'oxygène aux cellules éloignées par 
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l'intermédiaire du sang (Carmeliet, 2005). La formation de ce système vasculaire de novo 

chez l'embryon par les cellules endothéliales progénitrices (angioblastes) est nommée 

vasculogenèse (Carmeliet, 2003) et est une étape cruciale du développement fœtal. Ce 

système permet non seulement l'apport en nutriments et en oxygène aux cellules, mais il 

fournit également les instructions nécessaires pour favoriser la morphogenèse des organes. À 

cette étape, l'assemblage de cellules endothéliales progénitrices résulte en un labyrinthe 

vasculaire primitif constitué d'un réseau de petits capillaires, où chacun est déjà destiné à 

assumer un rôle artériel ou veineux (Coultas, Chawengsaksophak et Rossant, 2005). 

L'angiogenèse, soit la formation de vaIsseaux sanguins à partir de capillaires 

préexistants, fait suite à l'étape de vasculogenèse. Lors de cette étape, le réseau vasculaire 

s'étend et se remodèle en un ensemble hautement organisé, où les vaisseaux plus gros se 

divisent en plus petits (Folkman, 1995). S'ensuit l'étape de l'artériogenèse, où péricytes et 

cellules musculaires lisses sont recrutés par les cellules endothéliales et recouvrent ces 

dernières, fournissant la résistance nécessaire pour supporter la pression sanguine et 

permettant de réguler la perfusion sanguine. Après la naissance, l'angiogenèse contribue 

encore à la croissance des différents organes, mais à l'âge adulte, la majorité des vaisseaux 

sanguins demeurent quiescents. Normalement, ce n'est que lors du cycle menstruel et du 

développement du placenta chez la femme enceinte, ou encore lors du processus de guérison 

des blessures, que l'angiogenèse est réactivée chez l'adulte (Carmeliet, 2005). 

C'est en 1971 qu'un rapprochement entre l'angiogenèse et le cancer a été fait pour la 

première fois. L'hypothèse formulée par ludah Folkman suggérait que la croissance tumorale 

est dépendante de l'angiogenèse (Folkman, 1971). Contrairement à ses prédécesseurs, qui 

suggéraient qu'une prolifération cellulaire excessive était suffisante pour mener à 

l'émergence d'une tumeur assez grosse pour tuer son hôte, Folkman proposa que cette 

prolifération cellulaire doit être couplée à une angiogenèse tumorale soutenue afin d'être 

maligne (Folkman, 2006). En effet, malgré l'acquisition d'un potentiel de réplication illimité 

par les cellules d'une tumeur cancéreuse, la croissance de cette dernière devient vite limitée 

par son approvisionnement en nutriments et en oxygène. Ainsi, la plupart des adultes recèlent 

des tumeurs in situ microscopiques situés dans plus d'un organe (Black et Welch, 1993). Ces 
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cancers non angiogéniques d'environ 1 mm3 demeurent à l'état quiescent puisqu'ils sont 

limités par une vascularisation inadéquate (Naumov, Akslen et Folkman, 2006). Cependant, 

près d'une tumeur sur 600 parvient à passer cette barrière au développement tumoral et à 

détourner le réseau d'irrigation du corps humain à son compte (Folkman et Kalluri, 2004). 

Bien que certaines tumeurs telles les glioblastomes exploitent initialement la vascularisation 

cérébrale existante pour progresser, processus appelé cooption vasculaire, celles-ci finissent 

ultimement par être abreuvée par une angiogenèse soutenue (Holash et al., 1999). Cette étape 

cruciale est documentée comme étant la « switch angiogénique» (Bergers et Benjamin, 

2003). 

Lors des processus physiologiques normaux, l'angiogenèse est finement régulée par 

une balance adéquate de signaux proangiogéniques et antiangiogéniques. Ces signaux, 

orchestrés par une variété de molécules activatrices et inhibitrices (Figure l.l), permettent la 

maturation et la stabilisation rapide des nouveaux vaisseaux sanguins (Bergers et Benjamin, 

2003). Le débalancement de cette « switch angiogénique » est reconnu pour causer plus de 70 

désordres de santé. Ainsi, une angiogenèse soutenue cause ou caractérise des maladies telles 

le diabète, l'obésité, le psoriasis ou encore l'arthrite, tandis qu'une angiogenèse insuffisante 

caractérise des maladies comme l'Alzheimer, l'hypeltension ou la maladie de Crohn 

(Carmeliet, 2005). Dans le cas d'un cancer malin, une balance en faveur d'une angiogenèse 

soutenue entraîne la vascularisation de la tumeur. Cependant, puisqu'il y a un débaJancement 

énorme entre les signaux proangiogéniques et antiangiogéniques, ['architecture vasculaire 

tumorale diffère de sa contrepartie normale par son irrégularité, sa forme, son manque 

d'étanchéité et ses nombreux culs-de-sac. La vascularisation tumorale est en fait 

dysfonctionnelle et on décrit les tumeurs comme des blessures qui ne guérissent jamais 

(Bergers et Benjamin, 2003). Parmi les acteurs détenant un rôle crucial dans ce processus 

d'angiogenèse tumorale, nous retrouvons les récepteurs à tyrosine kinase VEGFR-2 et 

PDGFR-I3· 
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Figure 1.1 : Balance de différentes molécules proangiogéniques et antiangiogéniques régulant 

la « switch angiogénique ». Adapté de (Weinberg, 2007). 

1.2.1 Le récepteur à tyrosine kinase VEGFR-2 

Bien que les cancers produisent une large gamme de protéines angiogéniques (Relf et 

al., 1997), la famille du « vascular endothelial growth factor» ou VEGF (également connu 

sous le nom « vascular permeability factor» ou VPF) est particulièrement importante 

(Shibuya et Claesson-Welsh, 2006). De tous les types de cancers chez l'humain, environ 

60 % d'entre eux expriment ces protéines (Folkman, 2006). La famille de facteurs de 

croissance réunis sous le terme VEGF, regroupe plusieurs protéines reconnues comme étant 
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essentielles lors des processus de vasculogenèse, d'angiogenèse et de lymphangiogenèse, 

autant physiologiques que pathologiques (Dvorak, 2005). Chez les mammifères, cette famille 

comprend cinq membres, soit: le VEGFA, B, C, D et le «placenta growth factor» ou PLGF. 

Ces facteurs de croissance se lient selon différentes affinités aux trois récepteurs à tyrosine 

kinase VEGFR-1, -2 et -3, récepteurs pouvant former une combinaison d'homodimères et 

d'hétérodimères. Malgré leur lien de parenté, ces récepteurs régulent différents signaux 

(Olsson et al., 2006). Ainsi, le VEGFR-l est un important régulateur de la migration des 

monocytes et des macrophages (Sawano et a!., 2001), le VEGFR-3 est un acteur important du 

développement et de la fonctionnalité du réseau lymphatique (Alitalo, Tammela et Petrova, 

2005), tandis que le VEGFR-2 est impliqué dans tous les aspects liés à la biologie des 

cellules endothéliales vasculaires (Ferrara, 2004). Lors de l'angiogenèse, c'est Je facteur de 

crOissance VEGFA, un homodimère comprenant deux chaînes de 165 acides aminés 

organisées de façon antiparallèle et stabilisées par des liaisons disulfures intrachaÎne et 

interchaÎne avec huit résidus cystéines (Olsson et al., 2006), et son récepteur le VEGFR-2, 

qui prédominent quantitativement et fonctionnellement (Woolard et a!., 2004). 

Facteur de croissance essentiel dans l'embryogenèse et dans le processus de guérison 

des blessures, le VEGFA exprimé par des cellules carencées en oxygène recrute les cellules 

endothéliales par sa liaison au récepteur VEGFR-2; il induit leur migration, prolifération et 

survie par l'activation des cascades Raf-Mek-ERK et PI3K/Akt (Shibuya et Claesson-Welsh, 

2006). Les cellules endothéliales s'organisent alors et forment de petits tubes suivant le 

gradient de VEGFA. Ce nouveau réseau de capillaires permet dès lors des conditions 

propices à la survie cellulaire (Olsson et al., 2006). Cependant, les cellules cancéreuses ayant 

activé la « switch angiogénique » utilisent ce même mécanisme de survie pour sustenter leur 

potentiel de prolifération infini (Ferrara, 2004). 

En effet, la réplication excessive des cellules cancéreuses mène rapidement à une 

sous-vascularisation du centre de la tumeur, entraînant l'hypoxie et la nécrose des cellules qui 

la composent. En réaction, les cellules tumorales ainsi que les monocytes sur place produisent 

du VEGFA afin de rapatrier les cellules endothéliales nécessaires à la formation de nouveaux 

capillaires (Byrne, Bouchier-Hayes et Harmey, 2005). En plus de l'effet paracrine 
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proangiogénique du VEGFA, ce dernier favorise également la survie de certaines cellules 

tumorales de manière autocrine (Bachelder et al., 2001 ; Dias et al., 2001). Cependant, sans 

l'apport du récepteur à tyrosine kinase au « platelet-derived growth factor» ou PDGF, 

l'activation de VEGFR-2 par le VEGFA chez les cellules endothéliales produit des vaisseaux 

immatures, instables et très perméables (Gerhardt et Betsholtz, 2003). 

1.2.2 Le récepteur à tyrosine kinase PDGFR-fJ 

La molécule nommée « platelet-derived growth factor» ou PDGF, originalement 

isolée à partir de plaquettes humaines, s'est avérée être en fait un dimère de deux différentes 

chaînes polypeptidiques, soit les chaînes A (Betsholtz et al., 1986) et B (Johnsson et al., 

1984). Récemment, deux nouvelles chaînes se sont ajoutées à la liste, soit les chaînes C (Li et 

al., 2000) et D (Bergsten et al., 2001 ; LaRochelie et al., 2001). Structurellement similaire à 

la famille du VEGF (Betsholtz, 2003), le PDGF, sous sa forme biologiquement active, forme 

un dimère covalent réuni par des liens disulfides, dont certains sont essentiels pour la 

conformation active de la molécule (Oefner et al., 1992). Jusqu'à présent, cinq différents 

assemblages ont été identifiés, soit: les formes PDGF-AA, -BB, -AB, -CC et -DD (Heldin, 

Eriksson et Ostman, 2002). Ces dimères agissent en tant que ligands aux récepteurs PDGFR­

ex. et -f3 pouvant également former des homodimères PDGFR-ex.ex. ou -f3f3 et un hérodimère 

PDGFR-ex.f3 (Betsholtz, 2003). 

Bien que le PDGF soit exprimé jusqu'à l'âge adulte, il joue un rôle particulièrement 

crucial lors de l'embryogenèse. Ainsi, les essais knock-out sur des souris ont démontré 

qu'une déficience en PDGF-AA entraîne la mort de l'embryon avant le dixième jour suivant 

la conception, ou entraîne dans certains cas une mort prématurée après la naissance. Ces 

souris démontrent, entre autres, un développement des alvéoles pulmonaires défaillant et des 

problèmes moteurs. La délétion du gène du PDGF-BB est également létale lors du dernier 

trimestre de gestation, puisqu'elle entraîne un développement rénal déficient ainsi qu'un 

développement cardiovasculaire défaillant causé par des vaisseaux sanguins anormaux (Yu, 

Ustach et Kim, 2003). 
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Lors de l'angiogenèse, ce sont les cellules endothéliales qui produisent du PDGF-BB 

qui, tel le VEGF pour ces dernières, induit la migration, la prolifération et la survie des 

péricytes et des cellules musculaires lisses par l'intermédiaire du récepteur PDGFR-f3 

exprimé à la surface de ces cellules (Figure 1.2) (Betsholtz, 2003). Ces cellules nouvellement 

recrutées viendront stabiliser les capillaires fraîchement créés par les cellules endothéliales en 

régulant leur diamètre et, conséquemment le flux sanguin (Gerhardt et Betsholtz, 2003), ainsi 

qu'en stimulant la survie des cellules endothéliales (Carmeliet, 2000). Ce mécanisme de 

maturation des vaisseaux sanguins par l'action du PDGF-BB joue également un rôle crucial 

lors de l'angiogenèse tumorale, puisqu'il assure l'approvisionnement en oxygène et en 

nutriments à la tumeur (Betsholtz, 2003). 

cellules musculaires
 
ulbe endothélial lisses
 

PDGF 

Figure 1.2: Stabilisation du réseau de cellules endothéliales par les cellules musculaires 

lisses. Adapté de (Weinberg, 2007). 

1.2.3 Les thérapies antiangiogéniques 

Utiliser l'angiogenèse tumorale comme cible thérapeutique dans le traitement du 

cancer est un objectif élégant, puisqu'il se résume à empêcher la tumeur de proliférer en lui 
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coupant les vivres. Cette approche est également attrayante dans un contexte de prévention, 

où l'utilisation d'inhibiteurs de l'angiogenèse a pour but de convertir le cancer en maladie 

chronique gérable en maintenant la tumeur à une taille inoffensive pour son hôte (Ezzell, 

1998). Les capillaires tumoraux sont une cible intéressante, puisque résultant d'une mauvaise 

balance dans l'expression des facteurs proangiogéniques et antiangiogéniques; ceux-ci sont à 

l'opposé des capillaires sains, nombreux et construits de façon chaotique. Les capillaires 

tumoraux sont tellement désorganisés qu'il est courant de retrouver des cellules cancéreuses 

assimilées à l'intérieur des murs de cellules endothéliales (Bergers et Benjamin, 2003). De 

plus, les cellules endothéliales recrutées par la tumeur possèdent l'avantage d'être 

génétiquement stables, limitant les risques de développer une résistance aux agents 

thérapeutiques. Ainsi, la thérapie antiangiogénique est basée sur l'hypothèse que traiter les 

cellules cancéreuses et les cellules endothéliales recrutées par la tumeur serait plus efficace 

que traiter les cellules cancéreuses uniquement (Folkman, 2006). 

Le premier inhibiteur de l'angiogenèse, approuvé en février 2004 par la « Food and 

Drug Administration» ou FDA des États-Unis, a été développé pour le traitement du cancer 

du côlon. Nommé Avastin (bevacizumab), cet anticorps monoclonal dirigé contre le VEGFA, 

a été le premier médicament à démontrer, en complément à la chimiothérapie, une 

prolongation significative de la survie chez les patients à un stade avancé du développement 

de la maladie, comparativement à la chimiothérapie seule (Hurwitz et al., 2004). Depuis, les 

thérapies antiangiogéniques ont démontré une augmentation significative de la survie chez les 

patients souffrant du cancer du poumon, du sein (Herbst et al., 2006) ou étant à un stade 

avancé de cancer du rein (Escudier et al., 2007). Cependant, viser uniquement le VEGFA en 

circulation peut s'avérer inefficace; ainsi, même si certains cancers produisent initialement 

seulement du VEGF, au fil du temps ceux-ci peuvent exprimer d'autres protéines 

angiogéniques à la suite de nouvelles mutations (Ferrara et Kerbel, 2005; Relf et al., 1997). 

Une autre approche prometteuse et complémentaire consiste à cibler directement les 

récepteurs à tyrosine kinase VEGFR et PDGFR afin de bloquer la signalisation induite par 

ceux-ci. Ainsi, l'inhibition de ces deux récepteurs par le Sunitinib et le Sorafenib, 

médicaments également approuvés par la FDA (Faivre et al., 2007 ; Folkman, 2007), a 
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démontré un effet très intéressant, entre autres chez les patients souffrant du cancer du rein 

(Escudier et al., 2007; Motzer et al., 2006). Dernièrement, lors d'une étude clinique de phase 

III, le Sunitinib a démontré une augmentation significative de la survie chez les patients 

atteints du cancer du rein traités avec cet inhibiteur, comparativement à ceux traités avec 

l'interféron alpha, un traitement conventionnel de première ligne pour ce type de cancer 

(Motzer et al., 2007). 

Bien que le test ultime pour ces inhibiteurs sera l'évaluation de leur efficacité en 

combinaison avec les traitements conventionnels de chimiothérapie et de radiothérapie 

(Kerbel, 2008), il n'en demeure pas moins que l'utilisation d'agents ciblant les récepteurs à 

tyrosine kinase, qui agissent à la fois sur le recrutement des cellules endothéliales ainsi que 

sur les pérycites et cellules musculaires lisses, représente une approche prometteuse. Ainsi, la 

diminution du recrutement de cellules murales au moyen de l'inhibition de la signalisation 

induite par PDGFR-~, entraîne la dilatation des capillaires tumoraux et augmente l'apoptose 

des cellules endothéliales, puisque celles-ci ne bénéficient plus des facteurs de croissance 

produits par les péricytes et les cellules musculaires lisses. En complément, l'inhibition de la 

signalisation induite par VEGFR-2 bloque la prolifération des cellules endothéliales et 

prévient la croissance des capillaires, en plus d'induire la régression des capillaires existants 

en augmentant la mort des cellules endothéliales (Figure 1.3) (Carmeliet, 2005). 

cellules musculaires 1isses perte de la protection des
 
stabilisant les cellules endotéliales cellules musculaires lisses
 

molécule 

antiangiogénique 

cellules endothéliales résistantes sensibilité accrue 
à une action anti-VEGFR à une action anti-VEGFR 

Figure 1.3 : Sensibilisation des cellules endothéliales suite à un traitement contre PDGFR-~. 

Adapté de (Weinberg, 2007). 
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1.2.4 Les thérapies antiangiogéniques et les médulloblastomes 

Certains médicaments utilisés dans le traitement du cancer en tant qu'agents de 

chimiothérapie cytotoxiques conventionnels ont démontré, en plus d'un effet sur les cellules 

normales et tumorales, un effet sur la croissance des vaisseaux sanguins. Cet effet 

antiangiogénique est plus marqué lorsque ces médicaments sont données en petites doses sur 

une base hebdomadaire ou même quotidienne, plutôt qu'à intervalles plus éloignés sous 

fortes doses (Browder et al., 2000). Cette approche est nommée chimiothérapie 

métronomique. En plus des effets antiangiogéniques liés à cette méthode, celle-ci suscite 

également beaucoup moins d'effets secondaires indésirables que sa contrepartie 

conventionnelle (Kerbel et Kamen, 2004). La première étude péd iatrique utilisant plusieurs 

agents de chimiothérapie de façon métronomique sur une population en phase terminale a 

démontré des résultats encourageants, dont une très bonne tolérance à la médication. Dans 

cette cohorte, un patient atteint d'un médulloblastome a très bien réagi à la médication et était 

encore en vie 126 semaines après la fin de son traitement (Kieran et al., 2005). 

Jusqu'à récemment, la corrélation entre la survie et l'architecture vasculaire chez les 

patients atteints de médulloblastome n'était pas claire. Une étude portant sur 23 patients avec 

médulloblastomes a démontré qu'à une densité élevée de vaisseaux sanguins correspondait 

un pronostic défavorable significatif (Ozer et al., 2004). Cependant, une autre étude portant 

sur 78 enfants avec médulloblastomes a conclu que la densité des vaisseaux sanguins n'était 

pas garante d'un quelconque pronostic (Grotzer et al., 2001). Malgré tout, les auteurs 

s'entendent pour dire que les médulloblastomes sont de bons candidats pour les thérapies 

antiangiogéniques (Grotzer et al., 2001). 

En fait, une reconstruction en trois dimensions du cortex cérébral chez des patients 

atteints de différents sous-types de médulloblasblastomes a démontré que par comparaison 

aux patients sains, le réseau de microcapillaires pouvait soit être particulièrement dense ou 

encore moins bien distribué. Cependant, cette étude a clairement démontré la nature 

désorganisée et tortueuse de la vascularisation de certains sous-types de médulloblastomes, 

pointant l'importance de l'angiogenèse tumorale dans ce type de cancer (Gilhuis et al., 2006). 



13 

Les médulloblastomes produisent une large gamme de facteurs proangiogéniques, dont le 

VEGFA représente le facteur principal (Huber et al., 2001). En plus, les médulloblastomes 

hautement métastatiques expriment le récepteur PDGFR-f3 qui, en réponse au PDGF-BB 

sécrété par les cellules endothéliales, induit la survie et la migration cellulaire chez les 

cellules tumorales (Gilbertson et Clifford, 2003), faisant des médul1oblastomes une cible 

intéressante pour les thérapies antiangiogéniques (Grizzi, Weber et Di leva, 2008). 

Récemment, un inhibiteur de VEGFR-l, -2 et -3 ainsi que de PDGFR-f3, le 

AZD2171, a été testé lors d'une phase préclinique sur des patients souffrant de différents 

cancers pédiatriques. Parmi ceux-ci, trois étaient atteints de médulloblastomes et un seul a 

démontré une réponse antitumorale positive (Maris et al., 2008). On peut espérer qu'en 

combinaison avec les traitements de chimiothérapie conventionnels administrés de manière 

métronomique, les médicaments antiangiogéniques permettront de diminuer les séquelles à 

long terme généralement lourdes chez les enfants atteints de médulloblastomes. 

1.3 La formation de métastases 

Résultat de la colonisation d'autres organes par des cellules cancéreuses issues de la 

tumeur primaire, les métastases représentent la cause principale de décès des suites d'un 

cancer dans près de 90 % des cas de tumeurs solides (Gupta et Massague, 2006), bien que 

certains cancers spécifiques tels les glioblastomes n'en forment que rarement (Gilbertson et 

Rich, 2007). Comparant la cellule tumorale à une « graine» et l'environnement de l'hôte au 

« sol », Stephen Paget posa en 1889 l'une des observations les plus persistantes sur les 

métastases: « Lorsqu'une plante libère ses graines, celles-ci sont portées dans toutes les 

directions; cependant, elles ne peuvent survivre et pousser que si elles tombent sur le bon 

sol» (Paget, 1889). 

La formation de métastases est un processus qui comporte plusieurs étapes, où une 

cellule tumorale doit acquérir de nombreux traits avant de parvenir à la colonisation d'un site 

secondaire propice à sa survie. Ainsi, elle doit être en mesure: (1) de procéder à l'invasion de 
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la matrice extracellulaire, (2) de pénétrer le réseau vasculaire ou lymphatique par 

intravasation, (3) de survivre au passage dans la circulation et d'être en mesure d'adhérer à la 

paroi des vaisseaux, (4) de sortir de la circulation sanguine par extravasation, (5) de survivre 

sous forme de micrométastases et (6) d'être en mesure de proliférer et de s'étendre en ce 

nouveau site par une angiogenèse soutenue (Figure 1.4) (Steeg, 2006). 

carcinome in situ carcinome invasif 

o 

membrane basale transport 
1via la circulation

colonisation MET 

~ 
micrométastase 

macrométastase extravasation 

Figure 1.4 : Schéma décrivant la formation de métastases. EMT correspond à la transition du 

phénotype épithélial vers le phénotype mésenchymal tandis que MET réfère au retour du 

phénotype épithélial. Adapté de (Weinberg, 2007). 

Cependant, il n'est encore possible d'observer la présence de métastases chez 

l'humain que lorsqu'elles ont passé au travers de toutes ces étapes et sont d'une taille 

suffisamment importante pour être observées en imagerie (Steeg, 2006). Pour cette raison, les 

différentes étapes liées à la formation de métastases ainsi que les mécanismes moléculaires 

sous-jascents représentent des cibles attrayantes dans le traitement du cancer (Steeg et 

Theodorescu, 2008). Parmi les cibles particulièrement intéressantes, nous retrouvons les 

récepteurs à tyrosines kinase EGFR et Met, qui régulent des signaux cruciaux induisant la 

prolifération, la migration et l'invasion cellulaire (Gupta et Massague, 2006). 



15 

1.3.1 Les récepteurs à tyrosine kinase ERRR 

Le « epidermal growth factor» ou EGF revêt une importance particulière en biologie 

cellulaire puisqu'il est le premier facteur de croissance à avoir été identifié. Sa découverte a 

permis de lever le voile sur un pan complet de la signalisation cellulaire par l'identification 

du premier récepteur à tyrosine kinase connu, ERBB-I (aussi connus sous EGFR/HERl) 

(Carpenter, King et Cohen, 1978). Depuis, douze ligands se sont ajoutés à l'EGF, dont le 

« tranforming growth factor alpha» ou TGF-cx. et trois nouveaux récepteurs ont enrichi la 

famille, soit: ERBB-2 (HER2/neu), ERBB-3 (HERJ) et ERBB-4 (HER-4) (Citri et Yarden, 

2006). Ces quatre récepteurs à tyrosine kinase jouent un rôle essentiel dans la prolifération et 

la différenciation cellulaire ainsi que dans le développement et le maintien de 1'homéostasie 

chez les mammifères. En effet, un knock-out de l'un ou de l'autre de ces récepteurs chez la 

souris mène à une mort certaine, soit à l'état embryonnaire ou encore à la naissance, ainsi 

qu'à de nombreuses anomalies développementales, dont plusieurs du système 

cardiovasculaire et nerveux. De plus, le knock-out de certains ligands est létal ou entraîne des 

dysfonctions sévères (Iwamoto et Mekada, 2006). 

L'activation de ces récepteurs s'effectue par l'action de l'un des ligands, qui entraîne 

la dimérisation des récepteurs en l'une ou l'autre des combinaisons d'homodimères et 

d'hétérodimères possibles (Schlessinger, 2002). Fait intéressant, ERBB-2 ne possède pas de 

site de liaison extracellulaire, rendant impossible toute interaction avec un ligand, tandis que 

ERBB-3 ne possède pas d'activité kinasique dans son domaine intracellullaire (Yarden et 

Sliwkowski, 2001). Cependant, lorsque sous forme d'hétérodimère, ERBB-3 subit une 

phosphorylation sur tyrosine qui mène au recrutement et à la très forte activation de la voie 

PI3K1Akt, entraînant l'activation de la survie et de la migration cellulaire, et ce, 

particulièrement lorsqu'associé avec ERBB-2. En fait, ERBB-2 est l'hétérodimère préféré de 

ses trois autres partenaires et, de par sa structure, prolonge la durée des signaux mitogéniques 

en entraînant une dissociation beaucoup plus lente entre le ligand et le récepteur, en étant 

endocytosé plus lentement et en étant recyclé plus fréquemment à la surface de la cellule 

(Citri et Yarden, 2006). De plus, ERBB-2 est en mesure de former un homodimère et 

d'activer les signaux cellulaires en l'absence complète de ligand (Schlessinger, 2002). 
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Ce mécanisme explique le rôle prépondérant de ce récepteur dans le processus de 

transformation cellulaire dans les cancers où il est surexprimé. L'exemple le plus connu est la 

découverte en 1984 de la surexpression de ERBB-2 dans le cancer du sein (Schechter et al., 

1984). Cette surexpression, répandue chez près de 20 à 30 % des patientes atteintes d'un 

cancer du sein invasif, réduit l'espérance de vie de ces dernières. L'activation des voies Raf­

Mek-ERK et PI3KJAkt par ERBB-2 contribue à stimuler la prolifération, la survie et la 

mobilité cellulaire, en plus d'augmenter le potentiel invasif de celles-ci. De plus, la 

signalisation cellulaire via ERBB-2 entraîne la production de VEGFA par la cellule tumorale, 

favorisant l'angiogenèse tumorale et, de ce fait, augmentant les possibilités qu'une cellule 

cancéreuse emprunte le réseau sanguin pour métastaser (Hudis, 2007). Il va sans dire que 

ERBB-2 est un joueur clé dans le processus de formation de métastases et qu'il représente 

une cible particulièrement intéressante dans notre lutte au cancer. Cependant, l'utilisation 

d'inhibiteurs sur l'un ou l'autre des membres de la famille ERBB peut mener à des résultats 

surprenants. Ainsi, l'utilisation d'un inhibiteur envers ['activité de ERBB-1 a mené à 

l'émergence d'une voie compensatrice induite par le récepteur à tyrosine kinase Met et 

ERBB-3, compensation qui pourrait être également présente avec l'inhibition de ERBB-2 

(Engelman et al., 2007). 

1.3.2 Le récepteur à tyrosine kinase Met 

La découverte du récepteur à tyrosine kinase Met, en 1989 (Giordano et al., 1989), 

découle de l'identification d'un oncogène activé au sein d'une lignée cellulaire humaine 

chimiquement transformée, produisant la protéine de fusion TRP-Met, protéine 

constitutivement phosphorylée (Cooper et al., 1984). Ses deux ligands connus, soit le 

« scatter factor» ou SF (Stoker et al., 1987) et le « hepatocyte growth factor» ou HGF 

(Nakamura et al., 1989), découverts par deux équipes distinctes, s'avéreront être en fait une 

seule et unique molécule (nommée HGF pour des fins de simplification) (Weidner et al., 

1991). Met est également un récepteur crucial lors de l'embryogenèse et de la formation des 

organes. Ainsi, une mutation homozygote de met ou de son ligand hg! entraîne la mort in 
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utero chez la souris des suites de sévères dysfonctions au niveau du développement 

placentaire (Uehara et al., 1995). À l'âge adulte, Met est nécessaire à la regénération du foie 

(Huh et al., 2004) et au processus de guérison des blessures de la peau (Chmielowiec et al., 

2007). 

Pour ce faire, l'activation de Met dans les cellules épithéliales induit plusieurs 

réponses biologiques qui induisent à leur tour un programme morphogénique complexe 

menant à l'invasion et à la croissance cellulaire. Ce processus multiétapes implique (1) la 

diffusion cellulaire, (2) la dissociation des interactions cellules-cellules, (3) l'acquisition d'un 

phénotype de motilité cellulaire, (4) la migration et (5) l'établissement de la cellule dans un 

nouvel environnement (Gentile, Trusolino et Comoglio, 2008). Afin de compléter ces 

différentes étapes, Met active, entre autres, les voies de Raf-Mek-ERK et PI3KJAkt, voies 

impliquées dans la migration et la survie cellulaire (Figure 1.5) (Trusolino et Comoglio, 

2002). 

Signalisation par MET HGF HGF 

Figure 1.5 : Schéma de la cascade de signalisation classique de Met. Adapté de 

ScienceSlides. 
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Par contre, ce processus multiétapes, lorsqu'activé dans les mauvaises circonstances, 

confère aux cellules cancéreuses le potentiel invasif nécessaire à la formation de métastases. 

Ainsi, l'activation de Met entraîne la formation de métastases et, en conséquence, entraîne un 

mauvais prognostic dans nombre de cancers (Birchmeier et al., 2003). Son activation est 

possible grâce à divers mécanismes, dont (1) une mutation rendant le récepteur 

constitutivement activé, (2) une activation autocrine ou paracrine advenant que la tumeur ou 

les cellules environnantes produisent une forte quantité de HGF ou simplement (3) une 

surexpression de Met menant à son oligomérisation et son activation de façon indépendante 

du ligand (Boccaccio et Comoglio, 2006). Si Met est régulièrement utilisé comme marqueur 

d'un cancer, il est également garant d'un mauvais prognostic dans de nombreux cancers, dont 

ceux du colon, du sein, de la tête et du cou, du foie, du rein ou encore du poumon 

(Birchmeier et al., 2003). Son rôle indubitable dans la progression tumorale fait de Met une 

cible importante dans la lutte contre le cancer (Migliore et Giordano, 2008). 

1.3.3 Les thérapies antimétastatiques 

Malgré les nombreuses années consacrées au développement et à l'essai de nouvelles 

thérapies, la mortalité liée à plusieurs types de cancers n'a été réduite que très peu, quelques 

mois au mieux. Encore aujourd'hui, la plupart des patients succombent des suites de 

métastases ou des complications liées à leur traitement, pointant l'importance du 

développement de thérapies permettant d'empêcher la formation de métastases ou de traiter 

celles déjà existantes chez les patients à un stade plus avancé (Steeg et Theodorescu, 2008). 

Le cancer du sein représente un exemple éloquent où les thérapies antimétastatiques 

ont joué un rôle marquant dans l'élaboration de nouvelles approches pour son traitement. 

Malgré l'avancement considérable dans le diagnostic du cancer du sein, plus de 44000 

femmes meurent chaque année aux États-Unis des suites de métastases issues de la tumeur 

primaire (Hortobagyi, 1998 ; Landis et al., 1999). La surexpression de ERBB-2 dans près du 

tiers des cas, synonyme d'une agressivité accrue, représente une cible particulièrement 

intéressante pour ces patientes pour qui les traitements de chimiothérapie sont généralement 
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inefficaces. De plus, la surexpression de ERBB-2, beaucoup plus élevée dans les cellules 

cancéreuses que dans les cellules saines, et sa répartition homogène à la surface des cellules 

de la tumeur primaire ainsi que sur celles aux sites de métastases, permet à une thérapie anti­

ERBB-2 d'atteindre pratiquement toutes les cellules cancéreuses préférentiellement aux 

cellules saines (Nahta et al., 2006). Approuvé en 1998 par la FDA, l'Herceptin (trastuzumab) 

est un anticorps monoclonal dirigé contre le domaine extracellulaire du récepteur à tyrosine 

kinase ERBB-2. Bien qu'inefficace lorsqu'utilisé en monothérapie (Vogel et al., 2002), le 

trastuzumab utilisé avec la chimiothérapie augmente de façon cliniquement significative la 

survie des patientes aux prises avec un cancer du sein métastatique (Esteva et al., 2002 ; 

Slamon et al., 2001). Suite à cette réussite, plusieurs autres inhibiteurs de la famille des 

ERBB se sont ajoutés au trastuzumab. Ainsi, sont également approuvés par la FDA 

l'anticorps Erbitux (cetuximab) utilisé pour le traitement du cancer colorectal, et les petites 

molécules Tarceva (erlotinib) et Iressa (gefitinib) utilisées dans le traitement du cancer du 

poumon (Collins et Workman, 2006). 

Des efforts similaires à ceux ayant mené au développement de ces médicaments sont 

actuellement déployés afin de mettre au point une thérapie ciblant la tyrosine kinase Met. Les 

récents travaux pointant l'implication de Met dans la résistance aux traitements contre la 

famille des ERBB, telle gefitinib (Engelman et al., 2007) ou l'erlotinib (Bean et al., 2007), 

mettent au jour l'importance de ce récepteur à tyrosine kinase, non seulement en tant que 

cible d'un traitement primaire, mais également comme cible complémentaire à d'autres 

traitements. De nombreuses études de phases cliniques utilisant des anticorps monoclonaux 

ou des inhibiteurs de tyrosines kinases sont actuellement en cours (Migliore et Giordano, 

2008). Récemment, l'un d'eux, l'anticorps AMG 102, a passé avec succès la première étape 

concernant l'étude de la pharmacocinétique et de la toxicité (Kakkar et al., 2007). 

Cependant, ces traitements sont plus efficaces lorsqu'il s'agit de prévenir la 

formation de métastases. Or, de nombreux patients présentent des métastases au moment du 

diagnostic ou du traitement. C'est le cas de près de 10 % des patients souffrant du cancer du 

sein ou de la prostate, 20 % de ceux atteints du cancer colorectal et 40 % de ceux victimes du 

cancer du poumon, sans compter tous ceux présentant des micrométastases encore 
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indétectables par les techniques d'imagerie actuelles. Pour ces patients, l'approche à prioriser 

est de cibler à la fois les voies impliquées dans le processus de formation de métastases et 

d'angiogenèse tumorale (Steeg, 2006). En effet, l'angiogenèse tumorale procure à la tumeur 

primaire une échappatoire de prédilection pour la formation de métastases, en plus de fournir 

l'oxygène et les nutriments nécessaires aux micrométastases afin qu'elles croissent (Gupta et 

Massague, 2006). C'est dans cet esprit qu'une combinaison d'erlotinib (anti-ERBB-l) et de 

bevacizumab (anti-VEGF) a été expérimentée avec succès dans le cadre d'études cliniques 

sans groupe témoin, afin de traiter le cancer du poumon (Herbst et al., 2005) et le cancer du 

rein (Hainsworth et al., 2005). Une autre étude sur le cancer du poumon a démontré que la 

combinaison de bevacizumab/erlotinib ou de bevacizumab/chimiothérapie augmentait 

significativement la durée de la survie sans progression de la maladie. De plus, bien que 

d'une efficacité équivalente à la combinaison bevacizumab/chimiothérapie, l'utilisation de 

bevacizumab/erJotinib était un traitement d'une toxicité moindre pour les patients (Herbst et 

al., 2007). Ces résultats font foi d'une nouvelle percée dans le traitement du cancer, où une 

approche moléculaire visant à la fois les mécanismes responsables de la formation de 

métastases et de l'angiogenèse tumorale permet d'augmenter l'espérance ainsi que la qualité 

de vie des patients. 

1.3.4 Les thérapies antimétastatiques et les médulloblastomes 

Le développement de traitements axés sur les mécanismes de signalisation cellulaire 

des cellules tumorales représente une approche d'avenir, spécialement dans le traitement des 

cancers pédiatriques. Manifestement, les effets cytotoxiques des traitements conventionnels 

utilisés afin de traiter les médulloblastomes pédiatriques sont particulièrement dommageables 

chez les enfants qui, en pleine crOissance, développent de lourdes séquelles 

développementales (Gilbertson, 2004). Puisque fortement agressifs et hautement 

métastatiques (près de 30 % des enfants présentent des métastases lors du diagnostic), les 

thérapies antimétastatiques visant les mécanismes de signalisation cellu laire revêtent un 

espoir particulier dans le traitement des médulloblastomes (Crawford, MacDonald et Packer, 

2007 ; Gilbertson et Gajjar, 2005). 
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L'une des cibles moléculaires les plus prometteuses est sans doute le récepteur à 

tyrosine kinase ERBB-2. En effet, suite à l'étude de plus de ISO médulloblastomes 

pédiatriques, l'expression de la protéine ERBB-2 a été démontrée dans plus de 80 % des cas 

(Gajjar et al., 2004 ; Gilbertson et al., 2001 ; Gilbertson et al., 1997). Ce résultat est d'autant 

plus intéressant que ERBB-2 n'est pas exprimé dans les cellules saines du cervelet et ce, peu 

importe le stade de développement (Gilbertson et al., 1998), et que sa surexpression est 

associée à un stade métastatique plus avancé ainsi qu'à un mauvais pronostic (Gilbertson et 

al., 1998; Gilbertson et al., 1997). Des études cliniques de phase r et II sont actuellement en 

cours au sein du « Children's Oncology Group and the US Pediatrie Brain Tumor 

Consortium» afin de valider l'intérêt de ERBB-2 en tant que cible thérapeutique dans le 

traitement des médullobJastomes (Gilbertson, 2004). 

Cependant, l'inhibition d'un membre de la famille de ERBB peut mener à 

l'émergence d'une voie compensatoire par la cellule tumorale, telle que celle du récepteur à 

tyrosine kinase Met dans le cas du cancer du poumon (Engelman et al., 2007). Cette 

découverte met en perspective la récente manifestation de HGF et son récepteur Met, en tant 

que nouvelle voie moléculaire impliquée dans la croissance et le développement des 

médulloblastomes (Li et al., 2007; Li et al., 2005). En effet, bien que Met à lui seul revêt une 

importance particulière dans la formation de métastases dans plusieurs types de cancers 

(Birchmeier et al., 2003 ; Trusolino et Comoglio, 2002), il devient maintenant également une 

cible complémentaire importante dans l'optique d'un traitement moléculaire visant ERBB-2 

dans les médulloblastomes. Moins avancés sur le plan clinique que les inhibiteurs de la 

famille ERBB, les inhibiteurs pharmacologiques de Met sont actuellement sous examen dans 

plusieurs études cliniques qui porteront fruits d'ici quelques années (Migliore et Giordano, 

2008). 
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1.4 La vision Darwinienne du cancer 

Le cancer n'est pas un désordre qui touche uniquement les humains, puisque toutes 

les classes de vertébrés développent des tumeurs et le cancer (Schlumberger et Lucke, 1948), 

tout comme les mollusques et autres espèces invertébrées (Greaves, 2007). Aussi loin qu'il 

nous soit possible de remonter dans le temps, le cancer était présent tel qu'en témoigne les 

tumeurs ou les cancers métastatiques qui ont été découverts dans les fossiles de dinosaures 

datant de la période du Jurassique (Rothschild et al., 1998 ; Rothschild, Witzke et 

Hershkovitz, 1999). En fait, tout être multicellulaire est sujet à voir la cohésion sociale de ses 

différentes cellules perturbée par un clone, dont sa priorité n'est plus de servir l'organisme 

mais ses propres intérêts (Greaves, 2007). Cependant, bien que le cancer existe chez les 

autres organismes du règne animal, il est loin d'être aussi prévalent que chez les humains. À 

titre d'exemple, les résultats d'autopsies systématiques sur des milliers d'animaux 

démontrent qu'environ Il % des chevaux (Cotchin, 1977) et seulement 1 à 2 % des primates 

(Greaves, 2007) développeraient le cancer. 

Il est possible d'expliquer une partie de cette différence par le principe de sélection 

naturelle élaboré par Charles Darwin, en 1859. La sélection naturelle favorisant les 

organismes les mieux équipés pour faire face aux conditions du moment actuel, elle peut 

privilégier des organismes nettement dysfonctionnels aux conditions de demain dans un 

environnement sujet à des changements rapides. Ainsi, depuis plus de 200 000 ans, les 

humains ont été sélectionnés par les pressions évolutionnelles énormes constituées 

d'épidémies mortelles ou de cataclysmes environnementaux. Cependant, de par leur rapide 

évolution sociale et culturelle, les humains se sont éloignés grandement des conditions 

extrêmes prévalant à l'Âge de pierre, conditions pour lesquelles ils étaient adaptés (Greaves, 

2007). 

Selon la société canadienne du cancer, au Canada, trois sièges de cancer sont 

responsables de la majorité des nouveaux cas chez les deux sexes, soit les cancers du sein, du 

poumon et du côlon/rectum chez les femmes, et les cancers de la prostate, du poumon et du 

côlon/rectum chez les hommes. Il est intéressant de mettre en perspective les causes de ces 
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principaux cancers avec nos habitudes de vie qui sont maintenant à des lieux de celles de nos 

ancêtres. Ainsi, les cancers du sein et de la prostate peuvent être en partie expliqués par les 

changements radicaux au niveau de nos habitudes de reproduction, qui ne favorisent plus des 

grossesses répétées en bas âge, ainsi que par l'augmentation fulgurante de notre espérance de 

vie qui va bien au-delà de notre période de reproduction (Eaton et al., 1994; Greaves, 2007). 

Les cancers du poumon sont quant à eux directement attribuables aux habitudes de tabagisme 

dans une proportion qui varie entre 80 et 90 % (Hammond et Seidman, 1980). Finalement, les 

cancers du côlon et du rectum sont attribuables à près de 75 % à de mauvaises habitudes 

alimentaires. En fait, les chercheurs s'accordent pour dire que près du tiers de tous les décès 

causés par le cancer sont attribuables à l'alimentation et un autre tiers à la cigarette 

(WCRF/AICR,2007). 

1.5 Lien alimentation/cancer 

Le lien entre J'imp0l1ance de J'alimentation dans la prévention de la maladie a été 

soupçonné il y a bien longtemps. Ainsi, l'une des citations les plus connues d'Hippocrate 

(460-377 av. l-C.), célèbre médecin et savant grec est: « Que ton aliment soit ta seule 

médecine ». Cependant, il aura fallu attendre jusqu'à tout récemment avant d'obtenir la 

preuve irréfutable qu'une maladie, telle le cancer, peut être prévenue par une bonne 

alimentation. Ce n'est que suite à la compilation de 500000 études épidémiologiques 

(incluant les études transversales, de cohortes et de cas-témoins), études en laboratoires (in 

vitro et in vivo) et essais contrôlés sur 20 différents types de cancers et ce, par neuf centres 

indépendants, que les scientifiques ont reconnu d'une même voix qu'environ le tiers des 

cancers sont directement liés à une mauvaise alimentation. Ce sont les conclusions de la plus 

grande revue de littérature jamais effectuée sur le sujet et résumée dans le rapport du « Worid 

Cancer Research Fund / American Institute for Cancer Research » intitulé: « Food, Nutrition, 

Physical Activity, and the Prevention of Cancer: a Global Perspective» (WCRF/AICR, 

2007). 
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Selon ce rapport, les cancers de l'estomac, du côlon/rectum et de l'œsophage peuvent 

être prévenus par l'alimentation dans 75 % des cas, le cancer du foie dans 66 % des cas, les 

cancers du sein et de la bouche/pharynx dans 50 % des cas, le cancer du poumon dans 33 % 

des cas et les cancers du col de l'utérus et de la prostate dans 20 % des cas (WCRF/AICR, 

2007). L'une des preuves les plus révélatrices de cette réalité sont les études sur les 

populations migrantes et les variations dans les niveaux de cancer. L'une de ces études a 

comparé les niveaux de différents cancers affectant les Japonais et les Japonais émigrés à 

Hawaii à la population caucasienne hawaiienne locale. Ainsi, le niveau de cancer de la 

prostate, généralement bas chez la population japonaise de l'époque, a augmenté d'un facteur 

lOchez les immigrants japonais basés à Hawaii, au point de se rapprocher au niveau de la 

population caucasienne. Inversement, les niveaux de cancer de l'estomac ont diminué 

considérablement au point d'être comparables à ceux des Caucasiens. Ces exemples sont 

corroborés par le même type d'études effectué sur les niveaux de cancers de la population 

africaine et afro-américaine comparés à ceux des blancs des États-Unis (DoJJ et Peto, 1981). 

Il en ressort que les niveaux de cancers sont grandement attribuables au mode de vie des 

individus, dont l'alimentation représente l'un des éléments principaux. 

1.6 La nutrathérapie 

Si le cancer est un incontournable de tout organisme multicellulaire, il n'en demeure 

pas moins qu'il nous est possible d'en diminuer la prévalence en modifiant certaines de nos 

habitudes de vie. Ce sont les bases du concept de «nutrathérapie ». L'une des 

recommandations principales en terme de prévention du cancer par l'alimentation, est de 

manger un maximum de fruits et de légumes, soit un minimum de cinq pOliions par jour, 

puisque ces aliments regorgent de nutriments, sont riches en fibres, possèdent une faible 

densité calorique et contiennent une abondance de composés phytochimiques (WCRF/AICR, 

2007). Malgré que le rôle exact de ces composés demeure encore partiellement compris, le 

« National Cancer lnstitute» a déterminé qu'il existerait plus de 1000 composés 

phytochimiques différents possédant des propriétés en prévention du cancer et que plus de 
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100 différents composés phytochimiques seraient présents dans chaque portion de fruits et de 

légumes (Surh, 2003). 

Afin d'aller un peu plus loin dans notre compréhension des mécanismes sous-jacents 

à l'effet protecteur de notre diète, il est crucial d'accorder autant de rigueur à l'étude des 

composés phytochimiques d'origine alimentaire qu'à celle accordée aux produits 

pharmaceutiques. À J'instar des médicaments, nombre de ceux-ci agissent sur des étapes clés 

de la cancérogenèse, telles: le processus d'inflammation, l'autosuffisance en facteurs de 

croissance, l'insensibilité aux antifacteurs de croissance, l'évasion de la mort programmée de 

la cellule (apoptose), l'acquisition d'un potentiel de réplication illimité, une angiogenèse 

soutenue et l'invasion des tissus et la formation de métastases (Aggarwal et Shishodia, 2006 ; 

de Kok, van Breda et Manson, 2008). Dans certains cas, la même molécule agit sur plusieurs 

de ces aspects telle 1'(-)-épigallocatéchine gallate ou EGCG, une catéchine du thé vert qui 

possède entre autres des propriétés anti-inflammatoires, pro-apoptotiques, antiangiogéniques 

et antimétastatiques (Khan et al., 2006). D'autres aliments comprennent plusieurs molécules 

inhibant différentes voies de la cancérogenèse, tel le brocoli qui contient en bonne quantité à 

la fois du sulforaphane qui possède d'excellentes propriétés pro-apoptotiques (Juge, Mithen 

et Traka, 2007) et de la quercétine qui possède d'excellentes propriétés antioxydantes (Boots, 

Haenen et Bast, 2008). 

Cette pléthore d'inhibiteurs présents dans les fruits et les légumes présente plusieurs 

des avantages recherchés par l'industrie pharmaceutique dans l'élaboration de nouveaux 

médicaments. En effet, Ja tendance actuelle dans le traitement du cancer est la prise de 

médicaments en petites doses de façon métronomique, afin d'optimiser les effets des drogues 

sur l'angiogenèse tumorale et de diminuer les effets secondaires (Kerbel et Kamen, 2004). 

Or, la prise quotidienne de fruits et de légumes s'apparente à cette approche puisque des 

centaines de composés phytochimiques d'origine alimentaire sont digérés et assimilés par les 

cellules de notre organisme trois fois par jour, et ce, sept jours sur sept. Certaines molécules 

au temps de demi-vie particulièrement long et à forte prévalence dans notre alimentation, tel 

la quercétine, vont même être en mesure de s'accumuler dans le sang jusqu'à des 

concentrations de l'ordre du micromolaire et ce, sans effets secondaires (Graefe et al., 2001). 
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De plus, la résistance que développent certains cancers aux traitements moléculaires ciblés, 

telles les thérapies visant ERBB-2 dans le cancer du sein, a démontré l'importance d'une 

approche multi-inhibitrice afin de contourner l'émergence de résistance (Nahta et al., 2006). 

Les fruits et les légumes ont l'avantage de fournir une vaste gamme de molécules qui, malgré 

leurs structures différentes, telles l'EGCG (Lamy, Gingras et Beliveau, 2002) et la 

delphinidine (Lamy et al., 2006) sont en mesure d'inhiber une même cible, telle que le 

récepteur à tyrosine kinase VEGFR-2. Dans d'autres cas, une seule et unique molécule est en 

mesure d'inhiber des cibles complémentaires tel l'acide éllagique, qui inhibe à la fois les 

récepteurs à tyrosine kinase VEGFR-2 et PDGFR-~ (Labrecque et al., 2005). 

1.7 Les flavonoïdes 

Les tlavonoïdes, présents dans la plupart des fruits et des légumes, comptent parmi 

les composés phytochimiques d'importance de notre alimentation (Surh, 2003). Ces 

molécules appartiennent au vaste groupe des polyphénols et sont constituées de deux noyaux 

benzènes (A et B) connectés par un noyau pyrène contenant un oxygène (C). Les tlavonoïdes 

possédant un groupe hydroxyle en position C-3 du noyau C sont classifiés en tant que 3­

hydroxytlavonoïdes (famille comprenant les sous-classes des tlavonols, anthocyanes, 

leucoanthocyanes et catéchines), tandis que ceux ne la possédant pas sont classifiés en tant 

que 3-désoxytlavonoïdes (famille comprenant les sous-classes des tlavanones et flavones) 

(Figure 1.6). La classification à l'intérieur de ces deux familles est basée sur la présence ou 

non de groupes hydroxyle et méthyle additionnels ainsi que de la position où ceux-ci ont été 

insérés dans le squelette de base. À l'exception de ces deux familles, le noyau B des 

isoflavonoïdes est lié au noyau C en C-3 plutôt qu'en C-2, faisant des isoflavonoïdes une 

catégorie à part. Il est intéressant de souligner que les anthocyanes et les catéchines ne 

possèdent pas de groupement carbonyle en position C-4 (Erlund, 2004). 



27 

Majoritairement présents dans les plantes sous forme glycosylée, les flavonoïdes sont 

rarement retrouvés sous la forme aglycone (exempte d'un groupement saccharide). Au moins 

huit types de monosaccharides ou combinaisons de ceux-ci (disaccharides ou trisaccharides) 

peuvent se lier aux différents groupes hydroxyles libres sous la forme aglycone des 

flavonoïdes. Ces combinaisons ont pour conséquence la création d'une très grande possibilité 

de flavonoïdes. Généralement, les glycosides se retrouvent sous la forme O-glycosilée où le 

sucre (dont les plus communs sont le d-glucose et le l-rhamnose) est lié au groupement 

hydroxyle en position C-3 ou C-7 (Erlund, 2004). 

Les différents composés tlavonoïdes sont reconnus comme des inhibiteurs 

particulièrement efficaces d'une vaste gamme de récepteurs à tyrosine kinase dont ERBB-] 

(Sah et al., 2004), ERBB-2 (Pianetti et a!., 2002), PDGFR-~ (Chen et Zhang, 2003), Met 

(Bigelow et Cardelli, 2006), le « insulin-like growth factor receptor 1» ou IGFR-I (Adhami et 

al., 2004) ou encore VEGFR-2 (Lamy, Gingras et Beliveau, 2002) à la fois in vitro ou in 

vivo, soulignant que ces composés pourraient jouer un rôle important dans la prévention du 

cancer (Surh, 2003). Parmi ceux-ci, les anthocyanes et les flavonols sont des sous-classes 

particulièrement intéressantes. 
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1. 7.1 Les anthocyanes 

Les anthocyanes (anthocyanidines lorsque sous forme glycosylée) sont un groupe de 

molécules solubles dans l'eau, auquel on attribue la pigmentation rouge, bleu ou encore violet 

de plusieurs fruits tels que les aubergines, les pruneaux, les pommes et plusieurs types de 

baies (Erlund, 2004). Les proanthocyanidines diffèrent des autres composés phénoliques de 

par leur structure polymérisée qui, sous des conditions acides à température élevée, se 

retrouvent sous la forme d'anthocyanidines (Nichenametla et al., 2006). Jusqu'à maintenant, 

on a relevé plus de 300 différents anthocyanes et anthocyanidines d'origine végétale, dont les 

plus connus sont la cyanidine, la delphinidine, la pétunidine, la pélargonidine, la péonidine et 

la malvidine (Figure 1.7) (Parkinson et Brown, 1981). 
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Figure 1.7 : Structure des principaux anthocyanes. 

Récemment, certaines études ont démontré que les anthocyanes possédaient un bon 

potentiel dans la prévention du cancer (Aggarwal et Shishodia, 2006 ; Hou, 2003). Ainsi, les 

anthocyanes extraits de pépins de raisins ont inhibé le processus de promotion tumorale chez 

la souris (Bomser et al., 1996), tand is que des extraits de baies riches en anthocyanes ont 

démontré un potentiel antioxydant et antiangiogénique (Bagchi et al., 2004). Au sein de notre 

laboratoire, nous avons également démontré que la delphinidine inhibe le potentiel invasif 

des glioblastomes par la neutralisation du système plasminolytique (Lamy et al., 2007), et 



29 

qu'elle est également un inhibiteur puissant de l'angiogenèse in vitro et in vivo par 

l'inhibition de la phosphorylation de VEGFR-2 (Lamy et al., 2006). 

1. 7.2 Les flavonols 

Flavonoïdes les plus répandus dans la diète, les flavonols sont reconnus pour leurs 

propriétés anticancéreuses ainsi que leur vaste gamme d'effets biologiques et 

pharmacologiques (Middleton, Kandaswami et Theoharides, 2000). Les représentants 

principaux sont le kaempferol, la myricétine et la quercétine (Figure 1.8), cette dernière étant 

la plus abondante des bioflavonoïdes, étant présente en bonne quantité dans les aliments 

d'origine végétale tels que les oignons, les pommes, le thé, le brocoli et le vin rouge (Scalbert 

et Wil1iamson, 2000). La quercétine peut également être retrouvée sous forme glycosylée, par 

exemple en tant que quercitrin (quercétine-3-0-a-rhamnoside) (Figure 1.8) ou que rutin 

(quercétine-3-rhamnoglucoside), cette dernière forme étant la plus répandue. Tout dépendant 

de la source, la quercétine peut se retrouver sous la forme d'un glucoside (oignons), d'un 

galactoside (pommes) ou encore d'un arabinoside (baies) (Erlund, 2004). Des 20 à 35 mg de 

flavonols ingérés quotidiennement dans notre diète (Manach et al., 2005), près de 16 mg sont 

de la quercétine (quantité exprimée sous forme aglycone) (Hertog et al., 1993). 
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Figure 1.8 : Structure des principaux flavonols. 
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Une large étude épidémiologique réalisée en Finlande a démontré une association 

entre une faible incidence de cancer du sein et du poumon chez les individus ayant une 

consommation élevée en quercétine, et une faible incidence de cancer de la prostate chez 

ceux consommant beaucoup de myricétine (Knekt et al., 2002). Quelques études cliniques 

ont démontré des effets anticancéreux de la quercétine sur les cancers du sein, du poumon et 

de la prostate (Nichenametla et al., 2006). Une étude clinique de type cas-témoin, effectuée 

en Espagne, a également démontré qu'une forte consommation en quercétine et en 

kaempferol corrèle avec une incidence plus faible de cancer gastrique (Garcia-Closas et al., 

1999). Malgré que le quercétine ait probablement été l'un des premiers inhibiteurs à tyrosine 

kinase à avoir été décrit (Glossmann, Presek et Eigenbrodt, 1981), les mécanismes d'action 

en cause dans la prévention du cancer par la quercétine et les autres flavonols sont 

généralement liés au potentiel antioxydant de ceux-ci ou encore à leur effet sur le cycle, la 

croissance et la mort cellulaire (Murakami, Ashida et Terao, 2008 ; Nichenametla et al., 

2006). 

1.8 Les objectifs de la recherche 

L'angiogenèse tumorale et les processus liés à la formation des métastases sont deux 

aspects importants du développement des médulloblastomes, tumeurs pédiatriques hautement 

agressives. Ces étapes clés de la cancérogenèse sont actuellement des cibles privilégiées dans 

le développement de nouveaux traitements pour la guérison des médulloblastomes. 

L'accumulation des données concernant le lien entre le développement du cancer et 

['alimentation a permis d'établir que près du tiers des cancers pouvaient être prévenus par 

cette dernière et ce, sans effets secondaires indésirables. Bien que de nombreux mécanismes 

encore peu compris soient en cause, les flavonoïdes, grâce à leur action inhibitrice envers de 

nombreux récepteurs à tyrosine kinase, représentent des molécules d'importance. C'est dans 

ce contexte que nous avons tenté d'identifier des propriétés antiangiogéniques et 

antimétastatiques à certains flavonoïdes pouvant être utilisés dans la prévention des 

médulloblastomes. 
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Dans un contexte de thérapie antiangiogénique, le récepteur à tyrosine kinase 

PDGFR-~ est une cible cruciale puisqu'en complément de VEGFR-2, il permet la 

stabilisation et la maturation des nouveaux capillaires sanguins. PDGFR-~ est également une 

cible intéressante dans le traitement des médulloblastomes puisque ce récepteur est 

hautement exprimé dans les tumeurs au fort potentiel métastatique. Même si d'autres 

polyphénols, tels le resvératrol (Godichaud et al., 2006), l'acide éllagique (Labrecque et al., 

2005) ou l'EGCG (Chen et Zhang, 2003) inhibent le récepteur PDGFR-~, actuellement 

aucune donnée n'indique un effet des anthocyanes sur la signalisation de ce récepteur. Dans 

cette première étude, nous avons donc vérifié, le potentiel de différents anthocyanes 

(cyanidine, delphinidine, pélargonidine et pétunidine) ainsi que d'un extrait de baies riches en 

anthocyanes sur : 

• la phosphorylation de PDGFR-~ et la signalisation induite par le PDGF-BB; 

• la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses; 

• la formation de tube dans un système de coculture (cellules endothéliales et 

musculaires lisses) en trois dimensions; 

• l'angiogenèse tumorale dans une matrice de Matrigel implantée chez la souris; 

• la croissance tumorale en xénogreffe chez des souris gavées avec un extrait de 

baies. 

Dans un contexte de thérapie antimétastatique, le récepteur à tyrosine kinase Met est 

une cible importante, dû à son rôle dans la migration et l'invasion cellulaire menant à la 

formation de métastases. De plus, Met s'est avéré être une voie compensatoire dans le cadre 

de thérapies moléculaires antimétastatiques ayant pour cible la famille ERBB. Récemment, la 

découverte d'un rôle impol1ant de la voie de signalisation HGF/Met dans les 

médulloblastomes souligne que Met, en complément de ERBB-2, exprimé dans plus de 80 % 

des cas de ce cancer pédiatrique, est également une cible à privilégier. Malgré que plusieurs 

études aient suggéré un potentiel important des flavonoïdes sur la voie de signalisation 

HGF/Met (Bigelow et Cardelli, 2006 ; Lee et al., 2006 ; Lee et al., 2008), l'impact des 

flavonols sur cette dernière demeure largement inconnu. Dans cette seconde étude, nous 
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avons vérifié le potentiel de différents flavonols (quercétine, myricétine, kaempferol et 

quercitrin) sur: 

• la phosphorylation de Met induite par HGF; 

• la signalisation intracellulaire induite par Met; 

• la migration de cellules de médulloblastomes; 

• les changements morphologiques induits par le HGF. 
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Abstract 

Most cancers are dependent on the growth of tumor blood vessels and inhibition of 

tumor angiogenesis may thus provide an efficient strategy to retard or block tumor growth. 

Recently, tumor vascular targeting has expanded to include not only endothelial cells (EC), 

but also the smooth muscle cells (SMC) which contribute to a mature and fllnctional 

vasclilature. We have previously reported that delphinidin, a major biologically active 

constituent of berries, inhibits the vascular endothelial growth factor (VEGF)-induced 

phosphorylation of VEGF receptor-2 (VEGFR-2) and blocks angiogenesis in vitro and in 

vivo. ln the present study, we show that delphinidin a[so inhibits activation of the platelet 

derived growth factor-BB (PDGF-BB) receptor-~ (PDGFR-~) in SMC and that this inhibition 

may contribute to its antitumor effect. The inhibitory effect of delphinidin on PDGFR-B was 

very rapid and led to the inhibition of PDGF-BB-induced activation of ERK-I/2 signaling 

and of the chemotactic motility of SMC, as weil as the differentiation and stabilization of EC 

and SMC into capillary-like tubular structures in a 3D co-culture system. Using an 

anthocyan-rich extract of berries, we show that berry extracts were able to suppress the 

synergistic induction of vessel formation by basic fibroblast growth factor-2 and PDGF-BB 

in the mouse Matrigel plug assay. Oral administration of the berry extract also significantly 

retarded tumor growth in a lung carcinoma xenograft mode!. Taken together, these results 

provide new insight into the molecular mechanisms underlying the antiangiogenic activity of 

delphinidin that will be helpful for the development of dietary-based chemopreventive 

strategies. 
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2.1 Introduction 

The concept of treating tumors by interfering with their vascularization is based on 

the premise that tumor growth is dependent on angiogenesis and that tumor progression is 

suppressed if neovascularization is prevented (Folkman, 1995). When first conceived, 

antiangiogenic therapy for cancer offered the possibility of universal efficacy, low toxicity, 

and little possibility of resistance (Folkman, 1999). Vascular endothelial growth factor 

(VEGF) has been shown to be the central positive regulator of tumor angiogenesis and, 

therefore, has become the primary target when exploiting antiangiogenic strategies. Blockade 

of the VEGF pathway has yielded promising results both in animal models and in patients 

(Homsi et Daud, 2007). Although interference with VEGF-mediated signaling events is 

effective in preventing the early growth of neovessels, mature vessels from established 

tumors are largely resistant to inhibitors directed against either VEGF or its receptor VEGFR­

2 (Bergers et al., 2003). These mature vessels are surrounding by periendothelial cells, such 

as pericytes and smooth muscle cells (SMC), and the contact between these cells stabilizes 

new blood vessels and promotes endothelial cell survival (Carmeliet, 2000). This resistance 

to VEGF blockade is associated with increased expression of angiogenic factors, such as 

platelet-derived growth factor (PDGF-BB) and angiopoietin-l (Ang-l), which may contribute 

to vessel stabilization (Glade Bender et al., 2004). Recent advances in analysis of the 

mechanisms of vessel maturation indicate that interference with PDGF-BB/PDGFR-13 

signaling results in disruption of already established endothelial/periendothelial associations 

and leads to vessel destabilization (Benjamin, Berno et Keshet, 1998). SMC are recruited by 

PDGF-BB-expressing EC to remodel, stabilize and mature new vessels (Gerhardt et 

Betsholtz, 2003 ; Hellstrom et al., 1999). One way to reduce SMC coverage of vessels is to 

block the signaling pathways involved in recruiting SMC to EC, and the PDGF-BB/PDGFR­

13 system has been shown to be a crucial player in this recruitment (Gerhardt et Betsholtz, 

2003). Accordingly, blocking PDGFR signaling in a transgenic mouse model of pancreatic 

islet carcinogenesis (Rip 1Tag2) with the receptor tyrosine kinase inhibitor SU6668 caused 

regression of blood vessels, which was due to the detachment of SMC from tumor vessels, 

and thereby restricted tumor growth (Bergers et al., 2003). Moreover, Pdgfb and Pdgfrb 
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knockout experiments have suggested a critical role for PDGF signaling in the establishment 

of functional blood vessels by recruiting stabilizing vascular mural cells to the developing 

blood vessel (von Tell, Annulik et Betsholtz, 2006). ln addition, SMC that surround tumor 

vessels produce VEGF (Brown et al., 2001 ; Fukumura et al., 1998), and tumor vessels 

lacking SMC are more dependent on VEGF for their survival than are vessels associated with 

SMC (Benjamin et al., 1999). The importance of this system for the maintenance of tumor 

vessels was also illustrated by the observation that the combined inhibition of VEGF and 

PDGF receptors by kinase inhibitors caused the regression of established tumors (Bergers et 

al., 2003 ; Erber et al., 2004 ; Laird et al., 2000). Taken together, these studies highlight the 

need to identify novel molecules that inhibit both VEGF and PDGF receptor activities. 

There is currently increasing interest in the anticancer properties of naturally 

occurring molecules found in the diet (Surh, 2003). Epidemiologic studies have shown that a 

diet rich in fruits and vegetables has a beneficial, preventive effect against cancer (Block, 

Patterson et Subar, 1992 ; Greenwald, Clifford et Milner, 2001). The mechanisms responsible 

for these beneficial effects seem to be related to the high content, in several fruits and 

vegetables, of phytochemicals such as isothyocyanates, allyl sulfides and polyphenols 

(Aggarwal et Shishodia, 2006; Bravo, 1998; Stoclet et al., 2004). During the last decade, the 

polyphenols found in grapes, wine, green tea and various fruits have received significant 

attention for their strong antioxidant properties but there is now convincing evidence that 

these molecules also inhibit key processes associated with both tumor growth and 

angiogenesis (Demeule et al., 2005). We and others have previously shown that polyphenols 

such as resveratrol, ellagic acid and green tea polyphenol epigallocatechin-3-gallate inhibit 

PDGFR autophosphorylation (Ahn et al., 1999 ; Chen et Zhang, 2003 ; Godichaud et al., 

2006 ; Labrecque et al., 2005 ; Liang et al., 1997 ; Masamune et al., 2005 ; Masamune et al., 

2005 ; Sachinidis et al., 2000; Sakata et al., 2004). Moreover, recent studies have shown that 

anthocyans (i.e. anthocyanins and their aglycones the anthocyanidins), a class ofpolyphenols 

present at high levels in fruits, also act as potential cancer chemopreventive agents (Aggarwal 

et Shishodia, 2006; Bagchi et al., 2004; Bomser et al., 1999; Hou, 2003). In this respect, we 

have shown that delphinidin is a strong inhibitor of in vitro and in vivo angiogenesis through 

inhibition ofVEGFR activities (Lamy et al., 2006) and also by inhibiting the invasiveness of 
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glioblastoma through interference with the plasminolytic system (Lamy el al., 2007). 

In this study, we present evidence that the antiangiogenic and antitumor properties of 

delphinidin may also involve inhibition of PDGFR activities, leading to an inhibition of 

PDGF-induced SMC migration as weil as to an inhibition of the morphogenic differentiation 

of EC and SMC into capillary-like structures in a co-culture mode!. Moreover, an anthocyan­

rich extract markedly inhibited the effects of a combination of fibroblast growth factor-2 

(FGF-2) and PDGF-BB in the induction of new blood vessel formation in in vivo Matrigel 

plug assays and inhibited human lung cancer cell growth in NCI-H460 xenograft mode!. 

These results suggest that delphinidin seems to act as a multifunctional anticancer agent 

through its inhibitory effects on several aspects of both tumor growth and tumor 

angiogenesis. 
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2.2 Materials and methods 

2.2.1 Materials 

Cell culture media were obtained from Life Technologies (Burlington, ON) and serum was 

purchased from HyClone Laboratories (Logan, UT). Cyanidin, delphinidin, pelargonidin and 

petunidin were obtained from Polyphenols Laboratories AS (Sandnes, Norway). The 

anthocyan-rich combination of berry extract, OptiBerry BX-600 (Lot no. 0502005, 

InterHealth Nutraceuticals, Benecia, CA), used in this study is a standardised blend of 

various berries, including wild blueberry (Vaccinum angustifolium), strawberry (Fragaria 

chiloensis), wild bilberry (Vaccinium myrtillus), elderberry (Sambucus nigra) , cranberry 

(Vaccinium macrocarpon) and raspberry (Rubus idaeus). Electrophoresis reagents were 

purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). Protein A-Sepharose and Protein G-Sepharose 

were obtained from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d'Urfé, QC). The anti-PDGFR-f3 

(958), -VEGFR-2 (C-1158) and -ERK-I/2 (extracellular-signal-regulated kinase 1 and 2) (K­

23) polyclonal antibodies and the anti-phosphotyrosine (PY99) monoclonal antibody were 

from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Anti-phospho-p44/42 MAPK (Thr 

202/Tyr 204) polyclonal antibodies were from Cel! Signaling Technology (Beverly, MA). 

Anti-mouse and anti-rabbit horseradish peroxidase-linked secondary antibodies were 

purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA) and enhanced 

chemiJuminescence (ECL) reagents were from PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA). 

Human recombinant FGF-2 was obtained from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). 

Human recombinant PDGF-BB was obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN). 

Human recombinant VEGF (isoform 165) was produced and purified as described 

(Labrecque et al., 2005). Gleevec (Imatinib mesylate, STI571) was from Novartis 

Pharmaceutical Inc. (Base l, Switzerland). PJasminogen-depleted human plasma fibrinogen 

and human plasma thrombin were obtained from Calbiochem (La Jolla, CA). Micro 

bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). Ali other reagents 

were from Sigma-Aldrich Canada. 
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2.2.2 Cel! culture 

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and pulmonary aortic smooth muscle ceIls 

(PASMC) were purchased from Clonetics (San Diego, CA) and maintained in EC basal 

medium-2 (EBM-2) supplemented with EGM-2 MY growth factor mixture (Clonetics) and 

smooth muscle medium-2 (SmGM-2; Clonetics), respectively. Human large lung carcinoma 

cell line (NCI-H460) was purchased from the American Type Culture Collection (Manassas, 

VA) and maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 1 mM sodium pyruvate, 2.5 

g/L D-glucose and 10 mM HEPES, and containing 10% fetal bovine serum (FBS), 100 

units/mL penicillin and 100 Ilg/mL streptomycin. The cells were cultured at 37°C under a 

humidified 95%-5% (v/v) mixture of air and CO2. For experimental purposes, HUVEC and 

PASMC were grown to confluence before overnight serum starvation without supplements. 

Cells were treated with vehicle or with anthocyanidin diluted in 100% EtOH, and stimulated 

with VEGF or PDGF-BB. 

2.2.3 Immunoprecipitation and immunoblotting procedures 

After treatment with PDGF-BB (50 ng/mL, 5 min), PASMC were washed once with ice-cold 

PBS (pH 7.4) containing 1 mM Na3V04 and were incubated in the same medium for 1 h at 

4°C. The cells were solubilized on ice in Iysis buffer [150 mM NaCI, 10 mM Tris-HCl, pH 

7.4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% (v/v) Nonidet P-40, 1% (v/v) Triton X-I00] 

containing 1 mM Na3V04 The cells were then scraped from the culture dishes and the 

resulting Iysates were clarified by centrifugation at 10,000g for 10 min. Protein 

concentrations were determined using the micro bicinchoninic acid (BCA) method. For 

immunoprecipitation studies, Iysates were clarified by a 1 h incubation at 4°C with a mixture 

of Protein AlProtein G-Sepharose beads. After removal of the Sepharose beads by low-speed 

centrifugation, identical amounts of protein (200 flg) from each sample were transferred to 

fresh tubes and incubated in lysis buffer overnight at 4°C in the presence of 1 Ilg/mL of anti­

PDGFR-~. Immunocomplexes were collected by incubating the mixture with 25 ilL (50% 

suspension) of Protein A- (rabbit primary antibody) Sepharose beads for 2 h. Non­

specifically bound proteins were removed by washing the beads three times with lysis buffer 

and once with PBS containing 1 mM Na3V04. The proteins were extracted with two-fold 

concentrated Laemmli sample buffer [125 mM Tris-HCI (pH 6.8), 20% glycerol, 4% SDS, 
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10% J3-mercaptoethanol, and 0.00125% bromphenol blue], boiled 4 min, and resolved by 

sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE; 7.5% gel). The 

proteins were transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes, blocked 

overnight at 4°C in Tris-buffered saline/Tween 20 [147 mM NaCI, 20 mM TrislHCl, pH 7.5, 

and 0.1 % Tween 20] containing 2% (w/v) bovine serum albumin and probed with primary 

antibodies (PY99 or PDGFR-J3) for 2 h at room temperature. Immunoreactive bands were 

revealed after a 1 h incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG, and 

the signais were visualized by enhanced chemiluminescence. The immunoreactive bands 

were quantified by scanning densitometry (Molecular Dynamics). VEGF-dependent 

phosphorylation ofVEGFR-2 was monitored as described (Lamy et al., 2006). 

2.2.4 Analysis ofERK-l/2 phosphorylation 

PASMC treated with vehicle or with delphinidin for 18 h were stimulated with 50 ng/mL 

PDGF-BB for 5 min and then washed, incubated in PBS containing 1 mM each of NaF and 

Na3V04 and solubilized on ice in Iysis buffer [ISO mM NaCI, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 

mM EDTA, 1 mM EGTA, ImM NaF, 1 mM Na3V04, 0.5% (v/v) Nonidet P-40, and 1% (v/v) 

Triton X-I 00] as described previously. Lysates (20 flg) were solubi lized in Laemmli sample 

buffer, boiled for 4 min and resolved by SDS-PAGE (10% gel). The proteins were transferred 

onto PVDF membranes, blocked overnight at 4°C with TBS-Tween-20 containing 2% BSA 

and incubated 1 h at room temperature with primary antibodies (pERK or ERK). 

Immunoreactive bands were revealed after 1 h incubation with HRP-conjugated anti-rabbit 

antibodies and the signais were visualized with an ECL detection system. 

2.2.5 Migration assays 

Transwells (8 flm pore size; Costar, Cambridge, MA) were precoated with 0.15% gelatin in 

PBS by adding 600/1 00 ).lL in the lower/upper chambers for 24 h at 4°C. The Transwells 

were then washed with PBS and assembled into 24-well plates. The upper chamber of each 

Transwell was filled with 50 ).lL of cells (1.0 x 106 cells/mL) and PASMC were allowed to 

adhere for 30 min. The monolayers were then treated for 2 h by adding 50 flL of 2-fold 

concentrated inhibitor (delphinidin, Gleevec or berry extract) solution prepared in serum-free 

medium into the upper chamber and 600 flL of the compound solution (lx) into the lower 
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chamber. After 2 h, PDGF-BB (lOng/mL) was added to the lower chamber as a 

chemoattractant. The plate was placed at 37°C in 5% CO2/95% air for another 3 h. Cells that 

had migrated to the lower surface of the filters were fixed with 10% formalin phosphate and 

stained with 0.1 % Crystal Violet/20% (v/v) methanol. The migration was quantitated using 

computer-assisted imaging (Northern Eclipse software; Empix Imaging, Mississauga, ON) 

and data are expressed as the average density of migrated cells per four fields (magnification 

x50). 

2.2.6 Cell proliferation assays 

Cel!s were plated in 96-well plates at 2500-5000 cells/well in 200 fil complete medium and 

incubated at 37°C under a humidified atmosphere containing 5% C02 for 24 h. The next day, 

the medium was removed and replaced by 100 fil fresh medium containing 1 % FBS and the 

indicated concentrations of delphinidin or berry extract. Cell viability was determined by 

assaying the mitochondrial activity of treated cells after a 72 h incubation, with the highly 

sensitive WST-I assay. Briefly, 10 fil oftetrazolium salt WST-l reagent (Roche) was added 

to each weil and the soluble formazan dye produced by metabolically active cells was 

monitored every minute for 30 min at 37°C on a SpectraMax Plus reader (Molecular 

Deviees). 

2.2.7 Assessment ofcell viability 

Cell viability was determined by the Trypan blue exclusion assay. Briefly, cells were treated 

with 25 IJ.M delphinidin and incubated in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air at 37°C 

in SmGM-2 medium for 18 h. After cel! detachment using trypsin-EDTA, an equal volume of 

0.4 % Trypan Blue Stain (Gibco BRL, Burlington, ON) was added to the cell suspension and 

the proportion of viable cells was evaluated under the field microscope. About 100 cells were 

counted and cells stained dark blue were not considered viable. 

2.2.8 Capillary tubeformation by EC/SMC inflbrin gels 

HUVEC and PASMC were embedded within fibrin gels by the following procedure. 250 IJ.L 

of 2.5 mg/mL human fibrinogen solution (made in serum-free medium) was mixed with 0.5 

U/mL of human thrombin (0.5 U/mL) and the solution was quickly pipetted into the wells of 
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24-well plates (covering the entire surface of the wells) and allow to clot at 37°C for 30 min. 

HUVEC (2.5xl05 cells/mL) and PASMC (1.0xl05 cells/mL), suspended in serum-free EC 

basal medium containing vehicle or delphinidin, were seeded onto each fibrin gel. After 24 h, 

celis had spread to form a confluent mono layer. The same procedure was used to generate a 

second fibrin gel overlying the apical surface of the cells. This fibrin gel was allowed to 

polymerize for 30 min at 37°C and 1 mL aliquots of fresh serum-free EC basal medium 

supplemented with FGF-2NEGF or PDGF-BBNEGF (50 nglmL) and containing (or 

lacking) delphinidin, were then added to each weil. After 24 h, the cultures were 

photographed (x50) using a Retiga 1300 camera and a Zeiss Axiovert S100 microscope, and 

the length of the capillary network was quantified with a map scale calculator. 

2.2.9 Capillary tube stabilization by EC/SMC in fibrin gels 

HUVEC and PASMC were embedded within fibrin gels as described above and formation of 

tubular structures was induced using FGF-2NEGF (50 nglmL) for 4 days. After 2 days of 

treatment with growth factors, delphinidin or Gleevec were added daily for 2 days. The 

cultures were photographed (x50) at days 4, 5 and 6 using a Retiga 1300 camera and a Zeiss 

Axiovert SI 00 microscope, and the length of the capi lIary network was quantified with a map 

scale calculator. 

2.2.10 Animais 

Female nude mice (Crl:CD-l®-Foxnl nu 
; 20-25 g, 6 weeks of age) (Charles River 

Laboratories, St-Constant, QC) were housed in coyer-top filter cages and placed in a HEPA 

filtered horizontal laminar flow station. Caging equipment with which mice had contact was 

autoclaved prior to use and mice had ad libitum access to food and autoclaved water. The 

experimental protocols were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee 

of Ste-Justine Hospital prior to animal use and mice were kept in accordance with the 

guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Ali procedures were performed under 

sterile conditions in a vel1ical laminar flow hood. For Matrigel and cell injections, the mice 

were anesthetized by inhalation with isof1urane (2%I1L O2). 
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2.2.11 In vivo Matrigel plug assay 

The Matrigel plug assay is based on the method of Passaniti (Passaniti et al., 1992) with 

modifications. Briefly, immunodeficient mice were treated by injection s.c. into the ventral 

midline region of the right flank with 0.5 mL of phenol red-free Matrigel (BD Bioscience, 

Mississauga, ON) containing berry extracts (500-1000 Ilg/mL), FGF-2 (250 ng/mL), PDGF­

BB (250 ng/mL) and heparin (0.0025 units/mL). Control mice were injected with Matrigel 

without FGF-2/PDGF-BB. Matrigel containing ethanol alone was injected into sorne animais 

to serve as baseline controls. At the end of the study (day 7), sorne mice were injected 

through the tail vein with 200 ilL of high molecular weight (2,000,000 MW) fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-Iabeled dextran to visualize blood vessels within the plugs. Mice were 

sacrificed 10 min after injection, and Matrigel plugs were harvested, washed with PBS and 

photographed with a digital Nikon Coolpix™ 5000 camera (Nikon Canada, Mississauga, 

ON). Matrigel plugs were then fixed in 10% formalin and photographs of blood vessels 

within Matrigel implants were obtained using a microscope with a tluorescent light source 

(Zeiss-Axiovert 100). 

2.2.12 NCI-H460 tumor xenograft model 

Mice were s.c. inoculated with NCI-H460 lung carcinoma (2.5x 106 cel!s in 0.1 mL 1% 

methylcel!ulose/modified Eagle's mediumll mM sodium pyruvate) into the right tlank of the 

mice. Two days before cel! inoculation, the animais were treated oral!y by gavage with berry 

extracts diluted in autoclaved water (5 mg/mouse/day). Tumor volumes were measured daily 

with calipers and tumor volumes were calculated using the following formula: tumor volume 

(mm3
) = a x b2 x 0.52, where a is the longest diameter, b is the shortest diameter, and 0.52 is 

a constant to calculate the volume of an el!ipsoid. Ali mice were sacrificed when the first 

mouse of the control group reached an average volume of 1000 mm3
. Experiments were 

performed on 6 animais for each group. 

2.2.13 Statistical analysis 

The data are presented as means ± SEM and statistical analyses were performed with 

Student's t test when one group was compared with the control group. Statistical comparisons 

between groups were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by 
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Tukey's test. In the xenograft study, statistical significance of difference between control and 

berry extracts group was determined by one-way ANOVA followed by Bonferroni t test. 
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2.3 ResuUs 

2.3.1 Delphinidin inhibits PDGF-induced tyrosine phosphorylation ofPDGFR-p 

As we previously demonstrated (Lamy et al., 2006), delphinidin inhibited VEGF-induced 

tyrosine phosphorylation of VEGFR-2 in HUVEC (Figure 2.1 A). To evaluate whether 

delphinidin could also inhibit the phosphorylation of another tyrosine receptor involved in 

angiogenesis, PDGFR-~, we examined the effect of delphinidin on PDGF-BB-induced 

phosphorylation of this receptor. Quiescent PASMC were incubated for 18 h in serum-free 

medium in the presence or absence of 25 IJ.M delphinidin. The cells were then stimulated 

with 50 ng/mL PDGF-BB for 5 min and the phosphorylation state of PDGFR-~ was assessed 

by immunoprecipitation of the receptor, followed by Tyr(P) immunodetection. Under these 

experimental conditions, we observed that delphinidin dramatically reduced the 

phosphorylation of PDFGR-~ induced by PDGF-BB (Figure 2.1 B, top panel), an effect 

similar to the inhibition of the tyrosine phosphorylation of VEGFR-2 (Figure 2.1 A, top 

panel). Blotting of the membranes with an antibody directed against PDGFR-~ showed that 

delphinidin did not affect the amount of this receptor in the immunoprecipitate (Figure 2.1 B, 

bottom panel). Moreover, among the anthocyanidins tested, we observed that delphinidin is 

the most potent inhibitor (Figure 2.1 C, top panel). Interestingly, the inhibition of tyrosine 

phosphorylation of PDGFR-~ by 25 J.!M delphinidin was very rapid, being observed as early 

as 1 min following the addition of the molecule and was already complete at 5 min (Figure 

2.1D, top panel). As shown in Figure 2.1E (top panel), the inhibition of PDGF-induced 

tyrosine phosphorylation of PDGFR-~ by delphinidin was dose-dependent, with an ICso 

around 10 J.!M. 

2.3.2 Delphinidin inhibits PDGF-induced ERKphosphorylation 

In order to investigate whether the inhibition of PDGFR-13 tyrosine phosphorylation by 

deJphinidin also results in the inhibition of downstream intracelluJar signaling events, we 

examined the effect of delphinidin on the PDGF-BB-induced ERK-l/2 phosphorylation, 

which is involved in signaIs induced by phosphorylation of PDGFR-I3. PASMC were pre­

treated with delphinidin for 18 h before the addition of 50 ng/mL PDGF-BB for 5 min. As 
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shown in Figure 2.2A (top panel), delphinidin inhibited the tyrosine phosphorylation of 

ERK-1/2 in a concentration-dependent manner, with complete inhibition at 20 /-lM. 

Moreover, tyrosine phosphorylation of ERK-1/2 was rapidly inhibited by delphinidin after as 

little as 5 min of incubation and was completely abolished at 30 min (Figure 2.2B, top panel). 

2.3.3 Delphinidin inhibits PDGF-induced migration ofsmooth muscle cells 

Numerous studies have shown that activation of MAPK, such as ERK-I/2, is important for 

PDGF-induced cell migration (Amagasaki et al., 2006 ; Graf et al., 1997 ; Huang, Jacobson 

et Schaller, 2004 ; Zhan et al., 2003). Since delphinidin inhibited PDGF-BB-induced 

PDGFR-~ and ERK phosphorylation, we studied the effect of this molecule on PASMC 

migration. Cells were allowed to adhere to gelatin-coated Transwells and were incubated for 

2 h with different concentrations of delphinidin before the addition of PDGF-BB (lOng/mL) 

to the lower chamber. Under these conditions, delphinidin inhibited PDGF-BB-induced 

migration of PASMC in a dose-dependent manner (Figure 2.3A). We next compared the 

efficacy of delphinidin in inhibiting PASMC migration to that achieved with Gleevec 

(STI571), a drug used clinically for the treatment of chronic myeloid leukemia (Ault, 2007) 

and gastrointestinal stromal tumor (Rubin, Heinrich et Corless, 2007) and whose mechanism 

of action includes inhibition of PDGFR. For both of these two molecules, significant 

inhibition occurred at 5 flM (Figure 2.3B). These results indicate that delphinidin, a naturally 

occurring molecule, is almost as effective as Gleevec at inhibiting PDGF-induced PAS MC 

migration. In order to verify whether the inhibitory effect of delphinidin was not due to 

cytotoxicity, the impact of the molecule on cell proliferation and cell viability was measured. 

As shown in Fig. 2.3C and 3D, incubation ofthe cells for 24 h in the presence of delphinidin 

did not induce neither significant decrease in cell proliferation nor increased cell death 

compared to control cells, confirming the specific inhibitory effect of delphinidin on the 

phosphorylation ofPDGFR-~ and ERK-ll2. 

2.3.4 Delphinidin inhibits growthfactor-induced tubeformation in 3D fibrin gels 

Communication between the EC and SMC compartments appears to be essential for normal 

blood vessel development (Gerhardt et Betsholtz, 2003 ; Heydarkhan-Hagvall et al., 2003). 

This type of cell-cell interaction has been explored in several static co-culture models 
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(Fillinger et al., 1997; Heydarkhan-Hagvall et al., 2003 ; Korff et a!., 2001 ; Powell et al., 

1998 ; van Buul-Wortelboer et al., 1986). Co-cultures formed by culturing EC directly on 

SMC provide the best model since they replicate the spatial arrangement of ceUs in arteries 

and permit close interaction between the two cell types. Using this assay, we further 

investigated the antiangiogenic effects of delphinidin on vesse] formation and stabilization. 

HUVEC and PASMC were grown together on 3D fibrin gels and addition of either FGF­

2/VEGF or PDGF-BB/VEGF rapidly led to the formation of elongated tube-like structures, 

compared to the control (Figure 2.4). We used a combination ofthese growth factors because 

it has been reported to be effective in inducing new vessels, as compared to growth factors 

alone (Kano et a!., 2005 ; Richardson et al., 2001). Before the capillary network was formed, 

treatment of the co-cultured cells with 12.5 /lM delphinidin resulted in a strong inhibition of 

the tube formation induced by both FGF-2/VEGF and PDGF-BB/VEGF compared to the 

stimulated controls (Figure 2.4A). Although the inhibitory effect of delphinidin towards 

VEGFR-2 (Lamy et al., 2006) may contribute to this inhibition of tube formation, similar 

results were obtained when capillary structures were induced in the absence of VEGF (using 

either PDGF or PDGF+ FGF-2) (data not shown), suggesting that the effect of delphinidin on 

PDGFR also play a major l'ole in the observed inhibition of tube formation. 

In order to study the effect of delphinidin on the stabilization of vessels, the capillary 

networks were treated with various concentrations of delphinidin and Gleevec. In our assay, 

we used co-stimulation of the capillary network with FGF-2 and VEGF because the vessels 

formed by these growth factors are more robust and stable than those induced by the 

combination of PDGF-BB and VEGF. Moreover, it was recently shown that co-stimulation 

by VEGF and FGF-2 enhances endothelial-mural interaction through PDGF-BB/PDGFR-B 

signaling in an in vitro model of mural cell recruitment: VEGF enhances PDGF-BB secretion 

by the endothelium, and FGF-2 enhances PDGFR-~ expression in SMC (Kano et al., 2005). 

Using this combination of growth factors, we observed that higher concentrations of 

delphinidin and Gleevec were needed to destabilize the vessels since complete destruction of 

tubular structures were observed following 6 days of treatment of the co-cultures with 25 /lM 

Gleevec or 75 /lM delphinidin (Figure 2.4B). The observation that the destabilizating effect 

of Gleevec is more potent than that of delphinidin is not surprising since Gleevec is a more 
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potent inhibitor of PDGFR as compared to delphinidin. Nevertheless, the destabilization of 

vessels by delphinidin after two days of the latest treatment with the compound (day 6) 

suggests that the inhibitory effect of this molecule on PDGFR signaling may lead to 

regression of established vessels. 

2.3.5 Anthocyan-rich extract inhibits FGF-2 and PDGF-BB-induced angiogenesis in vivo 

Since it was reported that the combination of FGF-2 and PDGF-BB synergistically induces 

stable vascular networks in experimental animal models in vivo (Cao et al., 2003), we next 

examined the effect of anthocyans on vessel formation induced by these growth factors, using 

a Matrigel plug assay (Figure 2.SA). To this end, we used an anthocyan-rich berry extract, 

which is more representative of dietary intake of anthocyans and which has potent effects in 

vitro and in vivo (Atalay et al., 2003 ; Roy el al., 2002). Matrigel plugs that contained no 

growth factors, FGF-2 alone, PDGF-BB alone, or a combination of FGF-2 and PDGF-BB in 

the presence or absence of berry extracts were injected S.e. into Crl:CD-l ®-Foxn1nll mice, 

forming semi-solid plugs. Plugs without growth factors or with PDGF-BB had virtually no 

vascularization or vessel structures after 7 days (Figure 2.SA) compared with FGF-2. Plugs 

supplemented with a combination of FGF-2 and PDGF-BB had extensive vascularization and 

vessels throughout the plug. However, plugs taken from mice treated with 500 or 1000 

flg/mL of berry extract had markedly reduced vascularization within the plugs (Figure 2.SA). 

These results were confirmed by the FITC-dextran assay, which shows that blood vessels in 

the control FGF-2 and PDGF-BB supplemented plugs had a well-defined branching structure 

indicative of a functioning capillary network (Figure 2.SB). In contrast, in plugs containing 

the berry extracts, the fluorescence associated with blood vessels was less intense with 

evidence of vascular disruption (Figure 2.SB). Since we previously reported that delphinidin 

impairs vessel formation in the Matrigel assay (Lamy el al., 2006), this suggests that this 

molecule may contribute to the inhibition of neovascularization triggered by the beny extract. 

However, based on the reported amount of delphinidin in Optibeny (1 % w/w), a synergistic 

action from the various anthocyanidins present in the extract is very likely since the 

concentration of delphinidin in the Matrigel plugs containing the berry extract is 

approximatively 20 times lower than in our previous study. 
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2.3.6 Anthocyan-rich extract inhibits human tumor growth 

The in vivo efficacy of anthocyan-rich berry extracts against human lung carcinoma was 

studied using tumor xenografts in athymic mice by s.c. implantation ofNCI-H460 celJs, a celJ 

line previously shown to overexpress PDGFs and their receptors (Homsi et Daud, 2007). 

This extract potently inhibited PDGF-dependent tyrosine phosphorylation of PDGFR-~ as 

weil as PDGF-dependent cell migration but had no significant effect on either PASMC or 

tumor ce Il proliferation (Figure 2.6A). 

Oral gavage feeding of berry extracts at 200 mg/kg/day for 32 days did not induce any 

significant change in body weight (data not shown). Furthermore, we did not observe any 

adverse health effects as monitored by activity and posture of mice. At the end of the 

experiment, the berry extracts reduced tumor volume pel' mouse by 40.6% (731.4 ± 299.4 

mm3 in control versus 434.1 ± 280.2 mm3 in berry extracts-fed group; Figure 2.68), although 

a time-dependent growth inhibitory effect of berry extracts on tumor growth was in evidence 

throughout the study. These results suggest an in vivo anticancer efficacy of anthocyan-rich 

extract in the nude mice NCI-H460 lung cancer xenograft model, without any toxicity, and 

that this inhibitory effect may be related, at least in part, to the inhibition of the PDGF­

dependent signaling axis. 
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2.4 Discussion 

The inhibition of angiogenesis as a means of preventing tumor growth has received 

considerable attention in recent years (Gasparini et al., 2005 ; Petersen, 2007). Recently, 

tumor vascular targeting has been expanded to include not only EC, but also periendothelial 

cells or vascular mural cells, such as pericytes and SMC, which provide both survival signals 

and structure support to EC and contribute to a mature, functional vasculature (Carmeliet, 

2003). Consequently, strategies aimed at the suppression ofboth VEGF- and PDGF-mediated 

neovessel growth are essential for efficient inhibition of tumor progression. 

In this study, we show that delphinidin inhibits PDGF-BB-dependent tyrosine 

phosphorylation of PDGFR-~ in a dose- and time-dependent manner and that this inhibitory 

effect is associated with the inhibition of downstream signaling events triggered by the 

receptor, such as PDGF-BB-dependent phosphorylation of the p42MAPK and p44MAPK isoforms 

(ERK-l/2). This inhibitory effect was very rapid, being observed after only 5 min of 

preincubation of the cells with the molecule. Such a rapid inhibition of PDGFR was also 

observed for ellagic acid (Labrecque et al., 2005), a polyphenol present in fruits and nuts, 

further emphasizing the sensitivity of PDGFR to dietary-derived polyphenols. Although the 

mechanims underlying the inhibitory effect ofthese dietary-derived polyphenols remain to be 

established, previous work suggested that sorne of these molecules, such as epigallocatechin 

gallate from green tea, inhibits activation of receptor tyrosine kinase by competing with ATP 

for binding to the kinase domain of this receptor, resulting in impaired activation of key 

signaling intermediates (Li et al., 2007). Since similar competitive inhibition with respect to 

ATP has also been observed for other polyphenols (Yang et al., 2006), it is tempting to 

speculate that such a mechanism could also be involved in the inhibitory effect of delphinidin 

towards PDGFR. 

Importantly, the inhibition of PDG FR by delphinidin was correlated with an 

inhibition of SMC migration, a crucial event in the stabilization of neovessels. Interestingly, 

under our experimental conditions, this inhibitory effect of delphinidin was similar to that of 
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Gleevec, a PDGFR inhibitor, suggesting that low concentrations of delphinidin may have a 

significant impact on in vivo angiogenesis. 

In this respect, we observed that delphinidin potently inhibited the capillary-Iike 

structure formation and stabilization by HUVEC and PASMC in response to VEGF, FGF-2 

and PDGF-BB. The inhibitory effect of delphinidin in vitro is likely to be relevant in vivo 

since berry extracts containing anthocyanidins such as delphinidin, remarkably suppressed 

new blood vessel formation in Matrigel plugs implanted in mice, possibly through their 

inhibitory effects on both VEGFR and PDG FR. This effect is likely to be of significant 

importance for tumor growth in vivo since oral administration of berry extracts markedly 

reduce the growth of NCI-H460, a highly invasive lung carcinoma ceU line, with 40% 

reduction in tumor volume. This inhibition was completely devoid of toxicity, in agreement 

with studies showing a lack of adverse effects for single oral administration of as much as 

5000 mg/kg ofberry extracts in rats (Bagchi et al., 2006). 

Since delphinidin targets epidermal growth-factor receptor (EGFR) (Meiers et al., 

2001), VEGFR-2 (Lamy et al., 2006) and also, in the present paper, PDGFR-B, it is tempting 

to speculate that the antitumor effect of the anthocyan-rich extract observed in our study may 

be related to its inhibitory effect on these pathways. In agreement with this hypothesis, 

combined inhibition of the VEGF and EGFR pathways has been shown to enhance antitumor 

efficacy and to help overcome tumor resistance mechanisms in non-small-cell lung cancer 

(NSCLC) (Byers et Heymach, 2007 ; Tabernero, 2007). Furthermore, it was demonstrated 

that the use of Gleevec in NSCLC xenografts results in decreases in phosphorylated PDGFR­

~ and VEGF expression, affecting angiogenesis, intratumoral interstitial fluid pressure and 

tumor oxygenation (Vlahovic et al., 2006). 

In summary, we demonstrated for the first time that the inhibitory effect of 

delphinidin on angiogenesis cou Id not only involve its inhibitory effect on VEGF (Lamy et 

al., 2006) but also its inhibition of the PDGFR-~. The combined inhibition by delphinidin of 

these two important angiogenic receptors is likely to play a central role in the antiangiogenic 

and antitumor activity of this compound. These findings emphasize the chemopreventive 
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possibilities of dietary-derived molecules and highlight the importance of nutrition in cancer 

prevention. 
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Legends to figures 

Figure 2.1: Effect of delphinidin on phosphorylation of VEGFR-2 and PDGFR-\3. (A) 

Quiescent HUVEC or (B) PASMC were incubated in serum-free medium in the presence or 

absence of 25 !-lM delphinidin (Dp) for 18 h. (C) PASMC were incubated with cyanidin 

(Cy), Dp, Pelargonidin (Pg) and petunidin (Pt) at 25 !-lM for 18 h. (D) PASMC were 

incubated with Dp (25 !-lM) for 1, 2 and 5 min or (E) with Dp at the indicated concentrations 

for 18 h. The medium was replaced with serum-free medium without Dp, and HUVEC or 

PASMC were stimulated with 100 ng/mL recombinant VEGF for 1 min or 50 ng/mL 

recombinant PDGF-BB for 5 min. Ce Ils were 1ysed and the levels oftyrosine-phosphorylated 

receptors were monitored by immunoprecipitation with anti-VEGFR-2 or anti-PDGFR-\3 and 

immunoblotting with anti-Tyr(P) monoclonal antibody (PY99). Results are representative of 

three independent experiments. 

Figure 2.2: Effect of delphinidin on phosphorylation of ERK-l/2 induced by PDGF-BB 

in PASMC. (A) Quiescent PASMC were incubated in serum-free medium in the presence or 

absence of Dp at the indicated concentrations for 18 h or (B) with 25 !-lM Dp for 1, 10, 15 and 

20 min and stimulated with 50 ng/mL recombinant PDGF-BB for 5 min. Cells were Iysed 

and equal amounts of protein were separated by SDS-PAGE electrophoresis. The 

phosphorylated forms of ERK-1/2 (top panel) and the effects of the treatments on the amount 

of ERK-1/2 (bottom panel) were visualized by immunoblotting using specific antibodies. 

Results are representative ofthree independent experiments. 

Figure 2.3: Effect of delphinidin on PDGF-BB-induced proliferation and migration of 

smooth muscle cells. (A) PASMC were pretreated for 2 h with various concentrations of Dp 

or (B) with Dp or Gleevec at 5 !-lM before treatment with PDGF-BB. After 3 h incubation, 

migration was quantified by counting the cells that crossed the membrane to the lower side of 

the filter with optical microscopy at x50 magnification. The number of cells that migrated 

was compared to that observed with PDGF-BB-treated cells. Values are means of three 

independent experiments (P < 0.001 versus PDGF-BB alone); bars, ±SEM. (C) PASMC were 

incubated for 48 h in the presence of 1 % FBS in the presence of the indicated concentrations 
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of Dp and the extent of cell proliferation was measured using the WST-1 assay. (D) 

Subconfluent PASMC were treated with or without 25 flM Dp for 18 h. Adherent and 

nonadherent cells were collected, and viability was assessed by trypan blue exclusion. Cell 

death is expressed as the percentage of cells incorporating the dye relative to the total amount 

of cells. Results are means ±SEM ofthree independent experiments. 

Figure 2.4: Effeet of delphinidin on growth faetor-indueed tube formation and 

stabilization of HUVECIPASMC in 3D fibrin gels. HUVEC were co-cultured with 

PASMC within fibrin gels in serum-free medium containing (or 1acking) Dp and stimulated 

with growth factors as described in "Materials and Methods". (A) Co-cultured cells were pre­

treated with Dp at 12.5 flM and then stimulated with growth factors (FGF-2NEGF or PDGF­

BBNEGF) before the formation of tubes. After 24 h, cells were photographed (x 50). The 

pictures shown are representative of three independent experiments. (B) Co-cultured cells 

were treated with delphinidin (( Â) 25, (.) 50 or c.. )75 flM) or Gleevec ((.) 25 flM) when 

the tubes were formed with the addition of FGF-2 and VEGF. After 4, 5 and 6 days of 

culturing, the length of the tube network was quantified using a map scale calcu lator. Values 

are means ofthree independent experiments. Statistically significant differences, as compared 

to day 4 as well as between treatments at day 6, was calculated by one-way ANOVA 

followed by Tukey's test (**, P < 0.01; ***, P < 0.001); bars, ±SEM. 

Figure 2.5: Effeet of berry extraets on synergistic angiogenesis in vivo indueed by FGF-2 

and PDGF-BB. Crl:CD-1 ®-Foxn1 nu nude mice were injected s.c. with 0.5 mL of Matrigel 

containing berry extract (500 or 1000 flg/mL), FGF-2 (250 ng/mL), PDGF-BB (250 ng/mL), 

and heparin (0.0025 units/mL) to allow the formation of solid gel p1ugs. After 7 days, the 

mice were sacrified and Matrigel p1ugs were excised. Four mice were used in each group. (A) 

Representative Matrigel plugs that contained no growth factors (Contra!), FGF-2 alone, 

PDGF-BB alone or growth factors plus berry extract were photographed. (B) Matrigel plugs 

supplemented with FGF-2 and PDGF-BB containing or not berry extract were removed from 

mice after FITC-dextran injection. The vasculature was visualized and photographed using a 

fluorescent microscope. 
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Figure 2.6: Effeet of berry extraet feeding on NCI-H460 tumor xenograft growth in 

athymie nude mice. (A) Upper panel. Effect of berry extracts on phosphorylation of 

PDGFR-~. PASMC were incubated 18 h in serum-free medium in the presence or absence of 

the indicated concentrations of the berry extract sand stimu lated with 50 ng/mL recombinant 

PDGF-BB for 5 min. Cells were Iysed and the levels of tyrosine-phosphorylated receptors 

were monitored by immunoprecipitation with anti-PDGFR-~ and immunoblotting with anti­

Tyr(P) monoclonal antibody. Results are representative of two independent experiments. 

Lower panel. Comparative effect of the berry extract on PDGF-BB-induced migration of 

PASMC (left) and on the proliferation of PASMC (À) and NCIH-460 tumor cells (f.!) (right). 

Results are means ± SEM of three independent experiments. (B) Tumor volume (mm3
) as a 

function of berry extract treatment. Each mouse was s.e. implanted with 2.5x 106 cells mixed 

with methylcellulose in the right flank. Mice were gavaged with 200 mg/kg dose of berry 

extract each day for the duration of the study, starting two days before cell inoculation. 

Statistical significance of differences between control and berry extract-fed groups was 

calculated by one-way ANOVA followed by Bonferroni t test (***, P < 0.001 versus control 

alone); bars, ±SEM. 
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Abstract 

Medulloblastoma, the most common malignant brain tumor in chiJdren, is a highly 

metastatic disease, with up to 30% of children having evidence of disseminated disease at 

presentation. Recently, the hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor, the tyrosine 

kinase Met, have emerged as key components of human medulloblastoma growth and 

metastasis, suggesting that inhibition of this pathway may represent an attractive target for 

the prevention and treatment of this disease. Using immunobJotting procedures, we herein 

show that the dietary-derived flavonols quercetin, kaempferol and myricetin inhibit HGF/Met 

signaling in a medulloblastoma cell line (DAOY), preventing the formation of actin-rich 

membrane ruffles and resulting in the inhibition of Met-induced cell migration in Boyden 

chambers. Furthermore, quercetin and kaempferol also strongly diminish HGF-mediated Akt 

activation. lnterestingly, the inhibitory effects of quercetin on the RTK Met (IC so of 12 

,umol/L) or on the Met-induced activation of Akt (IC so of 2.5 ,umol/L) occur at concentrations 

achievable through dietary approaches. These results highlight quercetin, kaempferol and 

myricetin as dietary-derived inhibitors of Met activity and suggest that this inhibitory effect 

may contribute to the chemopreventive properties of these molecules. 
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3.1 Introduction 

Brain tumors are the second most common paediatric cancer, accounting for more 

than 26% of childhood cancer deaths (Legler et al., 1999). Medulloblastoma is the most 

common of these malignant tumors (Marino, 2005 ; Polkinghorn et Tarbell, 2007) and 

represents up to 40% of ail cerebellar tumors in childhood (Crawford, MacDonald et Packer, 

2007). The treatment outcome for medulloblastoma is relatively low, resulting in a 5-year 

survival rate of 50% to 60% (Rossi et al., 2008). Medulloblastoma is a highly metastatic 

disease (up to 30% of children have evidence of disseminated disease at presentation) 

(Crawford, MacDonald et Packer, 2007) and despite whole brain and spinal radiation for 

prevention and dissemination, almost half of the patients die of early tumor recurrence (Rossi 

et al., 2008). Furthermore, most survivors suffer from significant sequelae such as 

devastating cognitive effects, growth impairment as a result of hormone deficiency, early 

puberty development and compromised spinal growth (Gilbertson, 2004). 

The targeting of tumor cell signaling pathways has recently been proposed as an 

alternative to conventional cytotoxic approaches for the treatment of medullobJastoma 

(Gilbertson, 2004) (Zwick, Bange et Ullrich, 2002). Among these, tyrosine kinase receptors 

(RTK3
) such as epidermal growth factor receptor 2 (ERBB-2), platelet-derived growth factor 

receptor (PDGFR) and the insulin-like growth factor receptor 1 (IGFR-I) are ail associated 

with poor prognosis in medulloblastoma (Rossi et al., 2008). ERBB-2 was particularly 

studied since its expression was correlated with a more advanced metastatic stage (Gilbertson 

et al., 1998; Gilbertson et a!., 1997) and phase l and II trials with erlotinib (an inhibitor of 

ERBB-2 signaling in human medulloblastoma ceIls both in vitro and in vivo) is actually 

underway in the Children's Oncology Group and the US Pediatric Brain Tumor Consortium 

(Gilbertson, 2004). More recently, the hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor Met, 

have emerged as a new pathway involved in the growth of human medulloblastoma (Li et al., 

2007; Li et al., 2005). Met activation through HGF binding is already known to play a role in 

the regulation of cell growth, morphogenesis, angiogenesis and cell motility in a wide variety 

of human carcinomas and its expression correlates with poor prognosis (Birchmeier et al., 

2003 ; Trusolino et Comoglio, 2002). The importance of Met in tumor growth has led to the 
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development of tyrosine kinase inhibitors and monoclonal antibodies that block the activation 

of Met and sorne of these compounds are already being tested in clinical trials (Migliore et 

Giordano, 2008). 

In addition to these promising anticancer therapeutic approches, significant emphasis 

has lately been placed on chemoprevention, especially with naturally occurring products 

found in the diet. Abundant intake of a variety of fruit and non-starchy vegetables has been 

proposed as a key lifestyle factor for the prevention of a wide variety of cancer types 

(WCRF/AICR, 2007). Although the chemopreventive effects of fruits and vegetables remain 

incompletely understood, the National Cancer Institute has determined in laboratory studies 

that more than 1,000 different phytochemicals possess cancer-preventive activity and it is 

estimated that there could be as much as 100 different of these phytochemicals per serving of 

vegetables (Surh, 2003). Among these, flavonoids are now recognized as potent inhibitors of 

an array of RTK such as epidermal growth factor receptor 1 (Sah et al., 2004), ERBB-2 

(Pianetti et al., 2002), PDGFR (Lamy et al., 2008), IGFR-I (Adhami et al., 2004) or the 

vascular endothelial growth factor receptor-2 (Lamy, Gingras et Beliveau, 2002) both in vitro 

or in vivo. Following ingestion, these molecules are bioavaiJable to a variety of tissues, 

incJuding brain (Spencer, 2008), and may thus have important chemopreventive properties 

(Surh, 2003). The most abundant flavonoids in the diet, flavonols, exhibit numerous 

biological and pharmacological effects, including anticancer-related properties (Middleton, 

Kandaswami et Theoharides, 2000). The main flavonols are kaempferol, myricetin and 

quercetin (Fig. 1), the later being the most abundant bioflavonoid found in a variety of plant­

based foods such as onions, apples, tea, broccoli and red wine (Scalbert et Williamson, 2000). 

Quercetin may also be found in the glycoside form, for example as quercitrin (Fig. 1). By 

contrast, the distribution of kaempferol and myricetin is more restricted with kaempferol 

being found primarily in caper, kale cress and broccoli while myricetin is mainly present in 

fennel, parsley and cranberries. Although sorne studies have suggested an important 

inhibitory potential of sorne flavonoids on the HGF/Met signaling pathway (Bigelow et 

Cardelli, 2006 ; Lee et al., 2006 ; Lee et al., 2008 ; Lim et al., 2008), the influence of 

flavonols on the Met receptor remains largely unknown. 
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3.2 Materials and methods 

3.2.1 Materials 

Cell culture media were obtained from Wisent (Saint-Bruno, QC, Canada) and serum was 

purchased from Hyclone Laboratories (Logan, UT). Flavonols kaempferoJ and myricetin 

were obtained from Extrasynthèse (Genay, France), quercetin dihydrate and quercitrin were 

purchased from Sigma (St-Louis, MO) while the flavanol (-)-epigaJlocatechin gallate 

(EGCG) was obtained from MP Biomedicals (Solon, OH). Electrophoresis reagents were 

obtained from Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada). The anti-Met and anti-phospho-Met (Tyr 

1234/1235) monoclonal antibodies and anti-Akt, anti-phospho-Akt (Ser 473), anti­

extraceJlular signal-regulated kinase (ERK)- 112 and anti-phospho-p44/42 MAPK (Thr 

202/Tyr204) polyclonal antibodies were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA). 

Anti-mouse and anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP)-linked secondary antibodies were 

purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA) and enhanced 

chemiluminescence (ECL) reagents were from PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA). 

Human recombinant HGF was obtained from R & D Systems (Minneapolis, MN), the Texas 

Red phalloidin from Sigma (St-Louis, MO) while the Met kinase inhibitor SU 11274 was 

purchased from EMD Chemicals (Gibbstown, NJ). 

3.2.2 Cell culture 

The human DAOY medulloblastoma cel1 line was purchased from ATCC (Manassas, VA) 

and was maintained in MEM containing 10% (v:v) BCS, 2 mmol/L glutamine, 100,000 VIL 

penicil1in and 100 glL streptomycin. Cel1s were incubated at 37°C, with 95% air and 5% 

CO2. For experimental purposes, DAOY were grown to confluence before overnight serum 

starvation without supplements. Cells were treated with vehicle or with the different 

compounds (flavonols and SUI1274 diluted in DMSO or EGCG diluted in 100% EtOH) for 

2 h and then stimulated with HGF. 

3.2.3 Immunohlotting procedures 

After treatment with HGF (50 J.1g1L, 3 min), DAOY were washed once with ice-cold PBS 

(pH 7.4) containing 1 mmollL Na3V04 and were incubated in this medium free offlavonoids 
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and HGF for 1 h at 4°C. Cell lysates were mixed in Laemmli sample buffer as described 

previously (Lamy et al., 2008) and resolved by sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) by either a 7.5% gel (Met detections) or 10% (Akt and ERK 

detections). The proteins were transferred onto polyvinylidene difluoride (PYDF) 

membranes, blocked overnight at 4°C in Tris-buffered saline/Tween 20 (147 mmol/L NaCl, 

20 mmol/L Tris/HCI, pH 7.5, and 0.1 % Tween 20) containing 5% (wt:v) milk powder and 

probed with primary antibodies (Met, pMet, Akt, pAkt, ERK, pERK) for 1 h at room 

temperature. lmmunoreactive bands were revealed after a 1 h incubation with horseradish 

peroxidase-conjugated anti-mouse IgG, and the signaIs were visualized by enhanced 

chemiluminescence. 

3.2.4 Migration assays 

Transwells (8 j.1ITl pore size; Costar, Cambridge, MA) were precoated with 0.15% gelatin in 

PBS by adding 600/100 ,uL in the lower/upper chambers overnight at 4°C. The Transwells 

were then washed with PBS and assembled into 24-well plates. The upper cham ber of each 

Transwell was filled with 50 ,uL of cells (1.0 x 109 cells/L) and DAOY were allowed to 

adhere for 45 min. The monolayers were then treated for 2 h by adding 50 ,uL of 2-fold 

concentrated flavonoids (kaempferol, quercetin, myricetin, quercitrin or (-)-epigallocatechin 

gallate) solution prepared in serum-free medium into the upper chamber and 600 ,uL of the 

compound solution (1 x) into the lower chamber. After 2 h, HGF (20 ,uglL) was added to the 

lower chamber as a chemoattractant. The plate was placed at 37°C in 5% COz/95% air for 

another 3 h. Cells were that had migrated to the lower surface of the filters were fixed, 

stained and migrations were then quantified as described previously (Lamy et al., 2007). 

3.2.5 Fluorescence and confocal microscopy 

DAOY were plated on coyer glasses coated with 0.15% gelatin-PBS, serum starved 

overnight, treated with the vehicle, the flavonols (10 j.1ITlollL) or SU 11274 (1 j.1ITloI/L) for 2 h 

and then stimulated (or not) with 50 ,uglL HGF for 1 h. Cells were fixed with 3.7% 

formaldehyde for 15 min, permeabilized with 0.2% Triton X-I00 for 5 min and stained for 

the actin cytoskeleton with a 112500 dilution of Texas Red phalloidin (Sigma) for 30 min. 
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Siides were mounted with Immuno-Fluore Mounting Medium (MP Biomedicals) and staining 

was visualized and photographed using a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope. 

3.2.6 Cell adhesion assays 

Overnight, 96-well plates were pre-coated with 0.15% gelatin-PBS at 4°C. Wells were then 

blocked by adding a solution of PBS/BSA 0.5% for 1 h at room temperature and then washed 

with 100 ,uL of adhesion buffer EMEM serum-free medium (0.2% BSA, 15 mmollL HEPES 

and 0.12% NaHC03). Meanwhile, DAOY were harvested by incubation with 0.53 mmollL 

EDTA in PBS pH 7.2 for 10-15 min at 37°C. EDTA was neutralized by the addition of 

adhesion buffer and cells were centrifuged for 3 min at 1000 g. 5 x 104 cells were added per 

weil and allowed to adhere on gelatin or plastic with or without the vehicle, the flavonols or 

SU 11274 for 2 h at 37°C. Cells were then fïxed, washed, stained and Iysed (Pilorget et al., 

2003). Spectrophotometric absorbance was then measured at 600 nm. 

3.2.7 Statistical analysis 

The data are presented as means ± SEM and statistical analysis was performed using one-way 

ANOYA with a post hoc Dunnett's test. 
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3.3 Results 

3.3.1 Quercetin, myricetin and kaempferol inhibit Met phosphorylation induced by HGF in 

DAOY 

We fIrst examined the effect of dietary flavonoJs on the HGF-induced tyrosine 

phosphorylation of Met using a monoclonal antibody that recognizes the phosphorylation of 

two tyrosine residues (1234/1235) that are required for complete activation of the HGF/Met 

signaling pathway (Ferracini et al., 1991 ; Longati et al., 1994). Quiescent DAOY were 

incubated for 16 h in serum-free medium, treated with the vehicle or the indicated 

concentration of flavonols (quercitrin, quercetin, myricetin and kaempferol) for 2 h and then 

stimulated with human recombinant HGF (50 j1g!L) for 3 min. The green tea catechin (-)­

epigallocatechin gallate (EGCG) (Fig. 1) was used as a positive control since this polyphenol 

successfully inhibits HGF signaling in the immortalized, nontumorigenic breast (MCFI0A), 

in the invasive breast carcinoma (MDA-MB-231) (Bigelow et Cardelli, 2006) and in the 

hypopharyngeal carcinoma (FaDu) cell lines (Lim et al., 2008). Quercetin, myricetin and 

kaempferol dramatically reduced the phosphorylation of Met induced by HGF at a 

concentration of 20 J1ffiol/L, while quercitrin had no effect (Fig. 2, top panel). Blotting of the 

Iysates with an antibody directed against Met showed that the molecules did not affect the 

amount of this receptor in the treated cells (Fig. 2, bottom panel). Dose-dependent 

experiments indicated that among the flavonols, quercetin, myricetin and kaempferol were 

able to inhibit Met phosphorylation induced by HGF in DAOY in a dose-dependent manner, 

with an rcso of 12 j1mol/L for quercetin and approx. 6 j1mollL for myricetin and kaempferol. 

However, quercitrin did not inhibit HGF-induced Met phosphorylation even at 20 J1ffiollL 

(Fig. 2, top panels). 

3.3.2 Low concentrations ofquercetin and kaempferol inhibit Akt phosphorylation induced 

byHGFinDAOY 

Medulloblastoma is a highly metastatic cancer that is found to be disseminated in up to 43% 

of patients (Crawford, MacDonald et Packer, 2007). Within the family of tyrosine kinase 

receptors, ERBB-2 (HER2/NEU), a member of the epidermal growth factor receptor family 

(EGFR) and the platelet-derived growth factor receptor (PDGFR-~) are known to increase the 
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metastatic potential of medulloblastoma through, among others, the activation of Akt and 

ERK-1/2 (Crawford, MacDonald et Packer, 2007 ; Gilbertson, 2004). Besides its role in cell 

survival and cell proliferation, Met signaling is also a potent activator of the cel! invasive 

growth capacities (Birchmeier et al., 2003). Met activation through HGF association results 

in Akt and ERK-1/2 phosphorylation, thereby promoting cell migration (Migliore et 

Giordano, 2008). In order to investigate whether the inhibition of Met tyrosine 

phosphorylation by flavonols also resuJts in the inhibition of downstream intracellular 

signaling events, we examined the effect of these molecules on the HGF-induced Akt and 

ERK-1/2 phosphorylation. DAOY were serum-starved for 16 h before a 2 h treatment with 

the vehicle, the flavonols or EGCG as a positive contro!. The treatment was followed by a 3 

min stimulation with human recombinant HGF (50 ,ug/L). Quercetin and kaempferol, at very 

low concentrations, successfully inhibited Akt phosphorylation induced by the activation of 

Met signalling (Fig. 3). In fact, the inhibition of Akt phosphorylation occurs with an ICso of 

2.5 ,umol/L for quercetin and 5 ,umoJ/L for kaempferol, while quercitrin and myricetin did not 

inhibit this process. The inhibition of Akt phosphorylation by quercetin was lower than that 

observed with EGCG (ICso of 5 ,umol/L). In addition, although EGCG successfully inhibited 

ERK-1/2 phophorylation, as previousJy reported for HGF-induced Met activation in two 

breast cell lines (Bigelow et Cardelli, 2006), the flavonols did not modulate ERK-1/2 

phosphorylation induced by Met activation (please see Supplemental Figure 1). 

3.3.3 Myricetin, kaempfero/ and quercetin inhibit HGF mediated DAOY ce// migration 

The serine/threonine kinase Akt is an important mediator of cell migration and invasion in 

various cell types (Manning et Cantley, 2007), including medulloblastoma (Gilbertson, 

2004). Since quercetin and kaempferol inhibited HGF-induced Met and Akt phosphol)'lation, 

we studied the effect of these molecules on DAOY migration. Cells were allowed to adhere 

to gelatin-coated Transwells and were incubated for 2 h with different concentrations of 

flavonols before the addition of HGF (20 ,ug/L) to the lower chambers. Under these 

conditions, myricetin, kaempferol and quercetin inhibited HGF-induced migration of DAOY 

in a dose-dependent manner, while quercitrin had no effect (Fig. 4). We next compared the 

efficacy of myricetin, kaempferoJ and quercetin in inhibiting DAOY migration to SU 11274, a 

Met-specific smalt molecule inhibitor that competes with the binding of adenosine 
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triphosphate (ATP) to the kinase domain of the receptor (Wang et al., 2003). SUl 1274 was 

found to be 10-fold more effective in the inhibition of HGF-mediated migration with an 

approximate rc so of 0.5 ,umol/L compared to an ICso of around 5 ,umollL for myricetin and 

kaempferol and 20-fold more effective than quercetin (ICso of 10 J1moIlL) (Fig. 4). These 

results indicate that myricetin, kaempferol and quercetin, naturally occurring molecules, are 

within one order of magnitude as efficient as SUI 1274 at inhibiting HGF-induced DAOY 

migration. 

3.3.4 Treatment with the flavonols kaempferol, quereetin and myricetin or with the Met 

kinase inhibitor 8U11274 prevents morphologieal changes induced by HGF in DAOY 

Upon HGF stimulation, Met activation induces several biological responses such as the 

activation of the ceJ] invasive program (Gentile, Trusolino et Comoglio, 2008) which results 

in cell morphological changes such as actin reorganization (Soldati et al., 2008). We sought 

to investigate whether treatments of the cells with flavonols modify DAOY morphology 

using confocal microscopy. DAOY grown on gelatin-coated coverslips showed a relatively 

uniform actin repartit ion as visualized by phalloidin staining (Fig. 5). Stimulation of DAOY 

with 50 J1g/L HGF for 1 h caused the formation of actin-rich membrane ruffles at the cell 

periphery (indicated by arrows), a key event in cell migration, and the formation of these 

ruffles was inhibited by a 2 h treatment with SU11274 prior to HGF stimulation. 

Interestingly, preincubation of the cells with kaempferol, quercetin or myricetin also inhibited 

actin relocalization induced by HGF, while quercitrin had no effect. Overall, these data 

indicate that the inhibition of HGF signaling pathway by the flavonols kaempferoJ, quercetin 

and myricetin prevent the reorganization of the actin cytoskeleton and therefore interferes 

with the morphological changes induced by HGF, leading to the inhibition of 

medulloblastoma cell migration. 
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3.4 Discussion 

In this study, we show that low concentrations of quercetin, myricetin and 

kaempferol, but not quercitrin (quercetin-3-0-a-rhamnoside), inhibit HGF-dependent 

phosphorylation of Met in DAOY. To the best of our knowledge, this is the first study to 

highlight the inhibitolY effect of flavonols on this important RTK. Since the HGF-induced 

Met activation was reported to be inhibited in hepatoma cells with the flavone luteolin (Lee et 

al., 2006) and in breast epithelial cells with the green tea catechins EGCG and (-)-epicatechin 

gallate (ECG) (Bigelow et Cardelli, 2006), these results strongly suggest that this RTK may 

represent a key target of dietaly-derived chemopreventive polyphenols. The inhibitory effect 

of quercetin and kaempferol was associated with an impairment of Akt phosphorylation, a 

key downstream signaling event involved in the cellular effects of Met. However, myricetin 

did not inhibit Akt phosphorylation even though it inhibited HGF-induced Met activation, 

thereby suggesting that the inhibition of other intracellular kinases involved in Akt activation 

are likely to be involved in the effect of quercetin and kaempferol on this pathway. 

In this respect, quercetin IS known to act as a potent inhibitor of the 

phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), which is essential for Akt activation, and its structure 

was used as a model in the development of the PI3K selective inhibitor LY294002 (Vlahos et 

al., 1994). Its effect on Akt activation may thus be the sum of an effect on the upstream 

signal (Met and PI3K inhibition) and on the Akt phosphorylation (Spencer, Rice-Evans et 

Williams, 2003). The loss of a hydroxyl group at position 3' in the B ring of quercetin (giving 

kaempferol) did not alter the potential in inhibiting both Met and Akt activation while the 

addition of a hydroxyl group at position 5' in the B ring (giving myricetin) kept the Met 

specific inhibition while losing the Akt inhibition (Fig. 1). Furthermore, quercetin 

glycosylation (giving quercitrin) inhibits its activity against Met and Akt activation 

suggesting that the sugar moiety interferes with quercetin potential. Although the exact 

mechanisms underlying the inhibitory effect of these flavonols on the HGF-induced Met and 

Akt activation in DAOY remains to be determined, previous work has demonstrated that 

quercetin binds d irectly to PB K in the ATP binding pocket (Walker et al., 2000) and the 

green tea catechin EGCG inhibits tyrosine kinase receptor activation by competing for the 
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ATP binding pocket (Li et al., 2007). It is thus tempting to speculate that a similar 

mechanism is responsible for flavonol and EGCG activity against Met activation. 

Interestingly, no effect on the phosphorylation of the p42MAPK and p44MAPK forms (ERK-I 12) 

was observed in DAOY cells. These results stand in contrast to those obtained by other 

groups who showed a decrease ofERK phosphorylation in JB6 mouse epidermal ceJls (Lee et 

al., 2008) or an increase in ERK activity in A549 lung cancer ceJls (Nguyen et al., 2004) with 

quercetin. These discrepancies are 1ikely due to d ifferences in experimental cond itions, 

notably the use of different cell types. 

Importantly, the inhibition of Met by quercetin, myricetin and kaempferol was 

correlated with an inhibition of DAOY migration, a crucial event implicated in 

medulloblastoma metastasis. Interestingly, the Met kinase inhibitor SU 11274 was onJy 

between ten to twenty times more efficient than flavonols in inhibiting migration, suggesting 

that low flavonol concentrations may have an impact on cell migration in vivo. Furthermore, 

ail flavonols (except quercitrin) as weil as SU 11274 prevent morphologicaJ changes induced 

by HGF in the DAOY cell migration process, suggesting that the inhibition of Met impairs 

cytoskeleton reorganization events underJying migration. However, flavonols do not 

antagonize the cell migration process through the upregulation of cell adhesion (data not 

shown) as previously demonstrated with EGCG in DAOY (Pilorget et al., 2003). 

The flavonoJ content of the diet is estimated to be between 20-35 mg/d (Manach et 

al., 2005) of which quercetin represents the predominant flavonol (16 mg/d, expressed as 

aglycone) (Hertog et al., 1993). Quercetin naturally occurs as a glucoside or as various 

glycoside forms which are either hydrolysed by intestinal enzymes or by the colonic 

microflora before they can be absorbed (Manach et al., 2004). Quercetin is of particular 

interest since micromolar plasma concentration is achievable through diet. Graefe et al. 

showed that an onion supplement consisting of 160 g stewed and homogenized onions, which 

provided 331 ,wnoIlL of quercetin glucosides (equivalent to 100 mg quercetin), was sufficient 

to observe a quercetin plasma peak concentration of 7.6 Ilmoi/L (Graefe et al., 2001). 

Furthermore, one characteristic feature of quercetin bioavailability is that the elimination of 

quercetin metabolites is quite slow, with reported half-lives ranging from Il to 28 h. This is 
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particularly interesting since this could favor accumulation in plasma with repeated intakes 

(Manach et al., 2005). These observations thus suggest that the inhibitory effect of quercetin 

on the RTK Met or on the Met induced Akt activation occurs at concentrations achievable 

through dietary approaches (1C50 of 10 )1ITlol/L for Met and 2.5 )1ITlol/L for Akt). 

Importantly, in in vitro and in situ models of the blood-brain barrier (BBB), it was 

demonstrated that quercetin was able to enter different regions of the brain as a substrate of 

P-glycoprotein, a BBB efflux transporter (Youdim et al., 2004). This is in agreement with 

animal feeding studies that provide evidence that other flavonoids, such as the tea flavanol 

epigallocatechin gallate, may access the brain following oral administration to mice 

(Suganuma et al., 1998). Feeding of blackberry (Talavera et al., 2005) or blueberry (Andres­

Lacueva et al., 2005) extracts rich in anthocyanidins in rats also showed intracerebral 

localization of the molecules. Together, these results suggest that quercetin, among other 

dietary flavonoids, may access the brain after oral ingestion in humans. Although the 

potential chemopreventive effects of polyphenols on pediatric brain tumor development 

remains poorly understood, it is noteworthy that a good maternai diet during pregnancy, 

including high consumption of fruits and vegetables, showed a strong protective dose­

response relation on the risk of paediatric brain tumors (Bun in et al., 1993), whereas a high 

consumption of unhealthy foods, such as French fries, showed a significant increased odds 

ratio (Bunin et al., 2005). Our results also suggest that, given the high rate of cancer 

recurrence within 5 years for medulloblastoma survivors (around 40%), a diet rich in 

flavonol-containing foods may play a crucial role in the secondary prevention of these 

tumors. 

The use of drug combinations to circumvent tumour resistance is a well-established 

principle of cancer therapy (Dancey et Chen, 2006). Recent advances indicate that Met and 

EGFR in glioma cells act as independent and redundant inputs to intracellular signaling 

networks, suggesting that single-target inhibition of either Met or EGFR would be ineffective 

(Stommel et al., 2007). As EGFR and now Met are known to be implicated in 

medulloblastoma agressiveness, phytochemicals that target both RTK such as quercetin 

(Fridrich et al., 2008 ; Kern et al., 2005), may thus circumvent this limitation and inhibit 
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tumor cell progressIon more effectively. FUlthermore, quercetin-rich foods also contain 

plenty of other phytochemicals which may act synergistically with quercetin and increase its 

chemopreventive activity. For example, broccoli, a rich source of quercetin, also contains 

high levels of sulforaphane, an isothiocyanate that inhibit angiogenesis through the inhibition 

of metalloproteinase-9-activated human brain microvascular endothelial cell (HBMEC) 

migration and tubulogenesis (Annabi et al., 2008) and induce medulloblastoma cell apoptosis 

(Gingras et a!., 2004). 

ln summary, these results suggest that flavonols, at concentrations achievable 

through diet, inhibit DAOY cell migration by an effect on both Met and Akt (but not on 

ERK-l/2) as weil as on the cell actin cytoskeleton and that these effects may prevent invasion 

and metastasis by these cells (Machesky, 2008). Further studies aimed at the identification of 

the beneficial effects of flavonols on meduJlobJastoma growth in vivo should provide 

interesting information on the c1inical usefulness of these dietary-derived moiecules in the 

prevention of paediatric brain tumors. 



Acknowledgements 

The authors would like to thank ML Ryan Veitch for his careful reading of the 

manuscript. 



78 

Legends to figures 

Figure 3.1: Structure of flavonols and of the green tea flavanol (-)-epigallocatechin 

gallate (EGCG). 

Figure 3.2: Quercetin, myricetin and kaempferol inhibit Met phosphorylation induced 

by HGF in DAOY. Quiescent DAOY were incubated in serum-free medium for 16 h and 

then treated with the vehicle, quercitrin, quercetin, myricetin, kaempferol or EGCG with the 

indicated concentrations of the molecu1es for 2 h. Cells were stimulated with recombinant 

HGF (50 flglL) for 3 min. Equal amounts of protein from cell lysates were subjected to SDS­

polyacrylamide gel electrophoresis. Levels of the phosphorylated form of Met and total Met 

were visualized by immunoblotting using specifie monoclonal antibodies ans quantified by 

densitometry. GAPDH protein levels served as an internai standard. Values indicate the ratio 

of phosphorylated Met to total Met protein. 

Figure 3.3: Quercetin and kaempferol inhibit Akt phosphorylation induced by HGF in 

DAOY. DAOY were serum-starved for 16 h and then treated with the vehicle, quercitrin, 

quercetin, myricetin, kaempferol or EGCG at the indicated concentrations for 2 h. Cells were 

stimulated with recombinant HGF (50 flglL) for 3 min. Cells were lysed and equal amounts 

of protein were analysed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis followed by 

electrotransfer ante PVDF membranes. Immunoblot detection was performed with 

polyclonal antibodies directed against the phosphorylated form of Akt. Total Akt and 

GAPDH protein 1eve1s in cell 1ysates were detected as controls. Values indicate the ratio of 

phosphorylated Met to total Met prote in. 

Figure 3.4: F1avonols myricetin, kaempferol and quercetin inhibit HGF-mediated 

DAOY cell migration. DAOY cells were pretreated with the different flavonols (myricetin, 

kaempferol, quercetin and quercitrin) with various concentrations for 2 h. Migration was 

initiated by adding 20 flglL of recombinant HGF for 3 h. The same protocol was used for the 
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specific Met kinase inhibitor SUl1274. Migration was quantified by counting the cells that 

crossed the membrane to the lower side of the filter with optical microscopy at magnification 

x50. The number of cells that migrated was compared to that observed with untreated cells. 

Values are means of at least three independent experiments (*, P<0.05; **, P<O.OI vs. 

control alone). 

Figure 3.5: Kaempferol, quercetin and myricetin prevent morphological changes 

induced by HGF in DAOY. DAOY (2xl04 cells/well) were seeded onto gelatin-coated 

coverslips in a 24-well plate. Cells were serum-starved overnight, treated for 2 h with the 

vehicle or the different compounds and then stimulated with 50 f.1g1L HGF for 1 h at 3rc. 

Cells were fixed and stained with Texas Red-conjugated phalloidin for actin. Representative 

cell images were obtained by confocal microscopy, as described in Material and methods. 

Supplemental Figure 3.1: Flavonols does not affect ERK phosphorylation induced by 

HGF in DAOY. DAOY were serum-starved for 16 h and then treated for 2 h with the 

vehicle, quercitrin, quercetin, myricetin, kaempferol or EGCG at the indicated 

concentrations. Cells were then stimulated with recombinant HGF (50 /-LglL) for 3 min. Cells 

were Iysed and equal amounts of protein were analysed by SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis followed by electrotransfer onto PVDF membranes. Immunoblot detection 

was performed with polyclonal antibodies directed against the phosphorylated form of ERK. 

Total ERK found in cell Iysates were detected as control and GAPDH was used as an 

internai standard. 
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CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Les thérapies moléculaires antiangiogéniques et antimétastatiques représentent un 

nouvel espoir dans le traitement du cancer, promettant une longévité accrue, tout en causant 

des effets secondaires moins prononcés en comparaison aux traitements conventionnels. Dans 

ce contexte, plusieurs polyphénols d'origine alimentaire possèdent un excellent potentiel 

d'inhibition des processus d'angiogenèse et de formation de métastases, puisqu'ils ont pour 

cible une large gamme de récepteurs à activité tyrosine kinase. Bien que les mécanismes 

d'action de ces molécules bioactives soient généralement peu connus, celles-ci jouent sans 

aucun doute un rôle important dans le processus de prévention du cancer par l'alimentation. 

4.1	 Efficacité relative des flavonoïdes en comparaison avec des inhibiteurs 

spécifiques 

Les résultats obtenus lors de la présente étude démontrent que les anthocyanes, la 

delphinidine, la cyanidine et la pétunidine, mais pas la pélargonidine, sont en mesure 

d'inhiber la phosphorylation de PDGFR-~ induite par PDGF-BB. Ces résultats suggèrent 

l'importance du groupement hydroxyle (delphinidine, cyanidine) ou O-méthyle (pétunidine) 

en position RI dans le potentiel inhibiteur de ces molécules. De plus, la présence d'un autre 

groupement hydroxyle en position R2 augmente substantiellement le potentiel de la 

delphinidine par rapport aux autres anthocyanidines (Figure 1.7). En effet, celle-ci a été 

capable d'inhiber l'activation de ERK-l/2 ainsi que la migration des cellules musculaires 

lisses (PASMC) induite par le PDGF-BB, sans interférer sur les mécanismes de prolifération 

et de mort cellulaire. Particulièrement efficace, l'inhibition de la migration des cellules 

musculaires lisses est seulement un ordre de grandeur inférieure à celle induite par le 
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Gleevec, un puissant inhibiteur de PDGFR-~, soulignant la sensibilité de ce récepteur aux 

polyphénols d'origine alimentaire. 

La delphinidine a également démontré un excellent potentiel dans un modèle 

expérimental de coculture contenant des cellules endothéliales (HUVEC) et des PASMC. 

Stimulée à la fois avec du VEGFA, favorisant la production de PDGF-BB chez les HUVEC 

et avec du FGF-2, favorisant l'expression de PDGFR-~ chez les PASMC, la delphinidine a 

été en mesure d'inhiber la formation de tube dans ce modèle in vitro plus complexe. De plus, 

cette inhibition par la delphinidine a été observée à une concentration seulement trois fois 

supérieure à celle du Gleevec. Afin de valider ces informations dans un contexte de 

prévention, nous avons testé l'efficacité d'un extrait de baies riches en anthocyanes, dont en 

delphinidine, dans un modèle d'angiogenèse tumorale in vivo. Un implant de matrigel 

contenant à la fois l'extrait de baies, simulant la présence de polyphénols dans l'organisme 

suite aux repas et du FGF-2/PDGF-BB, reconnus pour former un réseau vasculaire stable in 

vivo, a été injecté de façon sous-cutanée chez la souris nue. Ainsi, une concentration de 

500 ~g/ml d'extrait de baies a fortement réduit l'angiogenèse par rapport au contrôle, tandis 

qu'une concentration de 1000 ~g/ml l'a pratiquement complètement inhibée. Cependant, il 

est probable que le fort potentiel de la delphinidine sur l'angiogenèse ne soit pas seulement 

lié à son effet sur PDGFR-~, mais également à celui sur VEGFR-2, tel que publié par notre 

laboratoire (Lamy et al., 2006). 

Dans un contexte de traitement du cancer, nous avons injecté de façon sous-cutanée 

des souris nues avec des cellules du cancer du poumon chez l'humain (NCI-H460), cellules 

reconnues pour surexprimer PDGF-BB et PDGFR-~. Les souris, gavées tous les jours avec 

l'extrait riche en anthocyanes dans une proportion de 200 mg/kg par masse corporelle, ont 

démontré un volume tumoral moyen inférieur de 40,6 % à celui des souris contrôles 

(P < 0,001). Il est à noter que l'extrait de baies a démontré, à l'image de la delphinidine, un 

effet inhibiteur sur la phosphorylation de PDGFR-~ et sur la migration des PASMC induite 

par PDGF-BB, sans toutefois avoir d'effets sur la prolifération des cellules PASMC et des 

cellules tumorales. Encore une fois, puisque la delphinidine inhibe également le récepteur à 

tyrosine kinase VEGFR-2 mais aussi ERBB-I (Meiers et al., 2001), il est probable que l'effet 
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antitumoral de ('extrait de baies soit lié à un effet combiné sur ces trois récepteurs. Dans un 

modèle de xénogreffe similaire, le Gleevec a été en mesure de diminuer le niveau de 

PDGFR-13 phosphorylé et l'expression de VEGF, affectant l'angiogenèse tumorale, la 

pression interstitielle intratumorale et l'oxygénation de la tumeur (Vlahovic et al., 2006). 

Dans l'autre volet de nos recherches, les f1avonols, soit la quercétine, la myricétine et 

le kaempferol, mais non le quercitrin (quercétine-3-0-a-rhamnoside), ont quant à eux été en 

mesure d'inhiber la phosphorylation du récepteur à tyrosine kinase Met induite par le HGF. 

Ceci correspond à la première démonstration que certains f1avonols, à l'image de la f1avone 

lutéoline et des catéchines du thé vert EGCG et ECG, sont également en mesure d'inhiber 

Met, attestant que ce récepteur est une cible de choix pour plusieurs polyphénols d'origine 

alimentaire. La quercétine et le kaempferol ont également inhibé l'activation de Akt induite 

par Met, ce que la myricétine n'a pas été en mesure de faire, suggérant l'importance d'un lien 

structure/fonction. L'inhibition de Akt par la quercétine était prévisible, puisqu'il est un 

inhibiteur très fort de la PI3K, une kinase localisée en amont de la cascade menant à 

l'activation de Akt par Met. En effet, la structure de la quercétine a même servi de modèle 

dans l'élaboration du LY294002, un inhibiteur spécifique de la PI3K (Vlahos et al., 1994). 

L'inhibition de Met par la quercétine, la myricétine et le kaemferol contribue 

également à l'inhibition de la migration des cellules de médulloblastome (DAOY), un 

évènement crucial responsable de la formation de métastases. En comparaison avec un 

inhibiteur synthétique spécifique à Met, le SU 11274, les différents f1avonols ont démontré 

des ICso à J'intérieur d'un ordre de grandeur, suggérant que de faibles concentrations en 

f1avonols peuvent avoir un impact sur la migration cellulaire in vivo. Tous les f1avonols, à 

l'exception du quercitrin, ainsi que le SUl1274, ont été en mesure de prévenir les 

changements morphologiques induits par la signalisation HGF/Met sur les cellules de 

médulloblastome lors du processus de migration cellulaire. Ces résultats suggèrent que 

l'inhibition de Met par les f1avonols et le SU 11274 affecte également la réorganisation du 

cytosque1ette d'actine impliquée dans la migration cellulaire. 



89 

Ensemble, ces résultats démontrent que les anthocyanes et les flavonols, de par leur 

action inhibitrice sur différents récepteurs à tyrosine kinase, sont en mesure d'entraver 

celtaines étapes clés des processus d' angiogenèse et de formation de métastases et ce, avec 

une efficacité à des concentrations autour d'un ordre de grandeur supérieure à celle de 

différents inhibiteurs spécifiques synthétiques. 

4.2	 Mécanismes d'action probables des flavonoïdes sur les récepteurs PDGFR-~ et 

Met 

Malgré que les flavonoïdes soient documentés comme étant des inhibiteurs 

palticulièrement efficaces de nombreux récepteurs à tyrosine kinase responsables de la 

cancérogenèse, leurs mécanismes d'action demeurent encore aujourd'hui du domaine 

spéculatif pour plusieurs d'entre eux. Parmi les différents mécanismes d'action possibles, la 

modulation de l'expression génique des récepteurs ou une interaction avec le site de liaison 

de l'ATP semblent des hypothèses plus plausibles en ce qui concerne les molécules étudiées 

dans le cadre du présent travail. 

Certains flavonoïdes ont démontré la capacité d'inhiber l'expression génique de 

plusieurs récepteurs à tyrosine kinase. C'est le cas d'un extrait riche en catéchines du thé vert 

qui a inhibé l'expression de VEGFR-1 et VEGFR-2 dans les cellules HUVEC (Kojima­

Yuasa et al., 2003), de l'EGCG qui a inhibé l'expression de PDGFR-~ dans des cellules de 

rat (Chen et Zhang, 2003), ou encore de la quercétine qui a inhibé l'expression de ERBB-2 

dans les cellules de cancer du sein SK-Br3 (Jeong et al., 2008). Cependant, toutes ces études 

ont un point en commun; elles utilisent des concentrations très élevées en flavonoïdes, 

pouvant atteindre des 200 f..lM dans le cas de la quercétine, et impliquent des temps 

d'incubation très longs, allant jusqu'à trois jours. Ces conditions expérimentales ne 

correspondent pas à celles utilisées lors de nos études in vitro, qui privilégiaient des 

concentrations faibles et des temps d'incubation qui ne modifiaient pas les niveaux des 

différents récepteurs, comme en témoignent les nombreux contrôles effectués en 

immunobuvardage de type Western (se référer aux figure 2.1 et 3.2). Cependant, il est 
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possible qu'un effet des anthocyanes sur l'expression de PDGFR-~ ou d'autres récepteurs 

responsables de l'angiogenèse ait contribué à l'effet antiangiogénique de ces molécules lors 

des expériences de coculture ainsi que de celles in vivo. L'ajout répété de concentration 

élevée de delphinidine sur plusieurs jours lors des essais de coculture a pu affecter les 

niveaux en PDGFR-~ à la surface des cellules musculaires lisses, tout comme la présence 

continue des extraits de baies à l'intérieur des implants de matrigel, ou encore la présence 

constante d'anthocyanes dans le corps de la souris suite au gavage. Malgré que cette 

hypothèse soit théoriquement acceptable, un autre mécanisme, celui-là plus probable pourrait 

être en cause. 

Quelques études ont démontré la capacité de certains polyphénols issus des plantes à 

interagir directement avec le site de Jiaison de l'ATP sur les récepteurs à tyrosine kinase, 

empêchant la signalisation induite par ces derniers. C'est le cas de l'acide tannique et de 

l'EGCG qui inhibent de cette façon l'activité kinasique de ERBB-I (Yang et al., 2006), et de 

1'IGFR-I (Li et al., 2007) respectivement. Une autre étude a démontré que ce mécanisme 

serait également en cause dans le potentiel inhibiteur de la quercétine envers la PI3K (Walker 

et al., 2000). Dans le cadre de ces recherches, la delphinidine et les flavonols ont démontré 

un potentiel inhibiteur similaire à des inhibiteurs de tyrosine kinase synthétiques tels que le 

Gleevec et le SU11274. Ainsi, ce fort potentiel inhibiteur, couplé à une ressemblance 

structurelle avec l'EGCG et la quercétine, suggère qu'un tel mécanisme pourrait être en cause 

dans l'inhibition des récepteurs à tyrosine kinase PDGFR-~ et Met. 

4.3 Biodisponibilité 

Les anthocyanes sont présents en très grande quantité dans certaines diètes. Ainsi, 

une portion de 200 g d'aubergine ou de raisins noirs peut procurer jusqu'à 1500 mg 

d'anthocyanes, tandis qu'une portion de 100 g de baies peut quant à elle en fournir jusqu'à 

500 mg. La forte proportion d'anthocyanes dans certains aliments rend envisageable un 

apport journalier de quelques centaines de milligrammes. Ainsi, l'apport quotidien en 

anthocyanes est évalué à 82 mg chez la population finlandaise où les baies, le vin rouge et 
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l'agent colorant EI63 (colorant issus de l'extraction des différents anthocyanes à partir des 

fruits et légumes) en représentent les sources principales. Plusieurs études concernant la 

biodisponibilité des anthocyanes chez l'humain suite à l'ingestion de baies entières, d'extraits 

de baies ou de concentrés ont été effectuées. Malgré des quantités d'anthocyanes relativement 

élevées, variant de 150 mg à 2 g dans les portions, seulement de faibles concentrations 

plasmatiques de l'ordre de 10 à 50 nmollL de sang ont été observées. De plus, les 

anthocyanes ont été rapidement absorbés et éliminés, résultant en une biodisponibilité 

relativement faible. Cependant, ces résultats sont probablement sous-estimés pour deux 

raisons: (1) certains métabolites importants pourraient avoir été ignorés et (2) les méthodes 

utilisées pour l'analyse des métabolites d'anthocyanes ne sont pas au point et concourent 

même à la dégradation de plusieurs d'entre eux. Ainsi, l'utilisation d'anthocyanes marqués 

lors des prochains tests, couplés à l'utilisation de différentes méthodes d'analyses favorisant 

la conservation des métabolites d'anthocyanes, permettraient l'identification complète de 

tous les métabolites et donc une meilleure évaluation de la biodisponibilité chez l'humain 

(Manach et al., 2005). 

L'apport quotidien en flavonols d'origine alimentaire est estimé entre 20-35 mg 

(Manach et al., 2005), la quercétine étant la principale représentante (16 mg/jour, sous forme 

aglycone) (Hertog et al., 1993). Naturellement présente sous forme de glucoside ou encore 

sous différentes formes de glycosides, la quercétine doit être soit hydrolysée par les enzymes 

intestinales ou par la microflore du côlon avant d'être absorbée (Manach et al., 2004). La 

quercétine est un flavonoïde particulièrement intéressant puisque des concentrations 

plasmatiques de l'ordre du micromolaire sont atteignables par l'alimentation. Ainsi, Graefe et 

al. ont démontré qu'un supplément composé de 160 g d'oignons broyés et homogénéisés, 

procurant 331 !J.M de quercétine sous forme glucosylé (équivalent à 100 mg sous forme 

aglycone), était suffisant pour observer une concentration plasmatique maximale en 

quercétine de 7,6 !J.moles/L chez l'humain (Graefe et al., 2001). De plus, l'élimination des 

métabolites de la quercétine s'effectue de façon relativement lente, avec des temps de demi­

vie variant de Il à 28 h. Cette caractéristique est particulièrement intéressante puisqu'elle 

permettrait l'accumulation plasmatique de ce flavonol suite à une ingestion répétée lors des 

différents repas de la journée (Manach et al., 2005). 
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4.4 Le passage de la barrière hémato-encéphalique 

La barrière hémato-encéphalique ou blood-brain barrier (BBB) représente un obstacle 

de taille dans le traitement des tumeurs du système nerveux central. Malgré que l'épaisseur 

des cellules endothéliales, composant le réseau de capillaires du cerveau, ne soit que 

d'environ 200 à 300 nm, la perméabilité de la BBB est l'une des plus restrictives de toutes les 

membranes biologiques connues. Ainsi, la forte cohésion des cellules endothéliales, excluant 

les molécules de plus de 500 Da, les nombreuses enzymes produites par les différentes 

cellules formant les microcapillaires et un système de transport actif élaboré protègent le 

cerveau de la plupart des substances indésirables (Pardridge, 2002). Dû à leur poids 

moléculaire élevé, les anticorps monoclonaux élaborés pour le traitement du cancer ne 

traversent généralement pas la BBB et doivent être dispensés de manière intra-tumorale 

(Butowski et Chang, 2005). Afin de pallier à ce problème, un groupe de l'Université Harvard 

a mis au point une méthode non invasive utilisant les ultrasons, afin de dilater la BBB et de 

permettre la livraison au cerveau du Herceptin (trastuzumab), un anticorps monoclonal 

humanisé inhibiteur de ERBB-2 chez la souris (Kinoshita et al., 2006). Cependant, la taille 

élevée des anticorps rend cette approche moins intéressante, car ceux-ci pénètrent 

probablement moins bien les tissus, sont moins bien retenus dans la tumeur et restent en 

circulation dans le sang plus longtemps que les petites molécules, telles que les inhibiteurs de 

récepteurs à tyrosine kinase (lmai et Takaoka, 2006). 

Comme les petites molécules développées pour le traitement du cancer, les 

tlavonoïdes sont de très petite taille et nombre d'entre eux représentent des candidats 

intéressants dans le traitement des tumeurs du système nerveux central. Ainsi, la quercétine a 

démontré lors d'expériences in vitro et in situ qu'il était en mesure de passer la BBB et 

d'entrer dans les différentes régions du cerveau en tant que substrat de la P-glycoprotéine, 

une protéine d'importance impliquée dans le transport actif de la BBB (Youdim et al., 2004). 

Ces résultats sont corroborés par des études chez les animaux qui ont démontré que d'autres 

tlavonoïdes, telle la catéchine du thé vert EGCG, sont en mesure d'atteindre le cerveau suite 

à une administration orale chez la souris (Suganuma et al., 1998). Le gavage chez le rat 

d'extraits de mûres (Talavera et al., 2005) ou de bleuets (Andres-Lacueva et al., 2005), riches 
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en anthocyanidines, a également démontré une localisation intracérébrale de ces molécules. 

Ensemble, ces résultats suggèrent que la quercétine ainsi que d'autres f1avonoïdes d'origine 

alimentaire, tels que les anthocyanidines, seraient en mesure d'atteindre le cerveau humain 

lorsqu'ingérés oralement. 

4.5 Relevance physiologique 

Ces données suggèrent fortement que l'effet in vitro et in vivo observé chez les 

anthocyanes et les f1avonols pourrait avoir une relevance physiologique significative sur les 

médulloblastomes chez l'humain. En effet, le potentiel inhibiteur de la delphinidine sur la 

phosphorylation de PDGFR-~ est très rapide et seulement d'un ordre de grandeur inférieur à 

celui du Gleevec, un inhibiteur synthétique utilisé dans le traitement de la leucémie myéloïde 

chronique. De plus, l'ingestion orale chez la souris d'un extrait de baies riches en 

anthocyanes freine de 40 % la croissance tumorale dans un modèle de xénogreffe. Les 

flavonols ont démontré un potentiel inhibiteur sur Met comparable à celui d'un autre 

inhibiteur synthétique (le SUI 1274), et son inhibition ou celle de l'activation de Akt induite 

par Met par la quercétine s'observe à des concentrations atteignables par l'alimentation (lCsü 

de 10 ).lM pour Met et 2,5 ).lM pour Akt). 

En fait, l'insertion de fruits et de légumes variés dans notre alimentation tout au long 

de la journée permet l'accumulation des flavonoïdes dans la circulation sanguine et l'atteinte 

de concentrations plasmatiques pouvant jouer un rôle physiologique dans la prévention du 

cancer (Manach et al., 2005). De plus, comme l'angiogenèse tumorale est caractérisée par des 

vaisseaux immatures, comparativement aux vaisseaux sains, de faibles concentrations d'un 

inhibiteur sont suffisantes afin d'inhiber le processus pathologique, sans toutefois interférer 

avec le phénomène physiologique (Jain, 2005). En outre, l'effet in vivo de l'extrait de baies 

riches en anthocyanes sur la croissance tumorale a été observé à des concentrations 25 fois 

inférieures à la concentration où les premiers effets secondaires sont observés chez le rat 

(Bagchi et al., 2006). Une revue de littérature complète, incluant les études sur l'humain, a 
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également conclu que le flavonol le plus étudié, la quercétine, était dépourvu de tout effet 

secondaire indésirable aux concentrations ingérées lors des repas (Harwood et al., 2007). 

Bien que l'effet chimiopréventif des polyphénols sur les tumeurs pédiatriques soit 

encore aujourd'hui peu compris, il est intéressant de noter qu'une bonne diète maternelle, 

incluant une consommation élevée de fruits et de légumes pendant la grossesse, a démontré 

sous une forme dose-réponse une forte protection envers le risque de tumeurs cérébrales 

pédiatriques (Bunin et al., 1993). À l'inverse, une forte consommation d'aliments mauvais 

pour la santé, tels que les frites, a démontré une augmentation significative des risques de 

tumeurs cérébrales pédiatriques (Bun in et al., 2005). Nos résultats suggèrent que, considérant 

le fort risque de récurrence après 5 ans pour les patients survivants de méduHoblastome (près 

de 40 %), une diète riche en flavonoïdes, particulièrement en anthocyanes et en flavonols, 

pourrait jouer un rôle crucial dans la prévention secondaire de ces tumeurs. 

4.6 Approche multi-inhibitrice dans la prévention et le traitement du cancer 

En fait, la prévention primaire et secondaire du cancer par l'alimentation est très près 

de la méthode préconisée actuellement, favorisant l'utilisation d'une combinaison 

d'inhibiteurs spécifiques et une approche métronomique dans le traitement du cancer. 

Actuellement, les chercheurs et médecins privilégient différentes combinaisons d'inhibiteurs 

de l'angiogenèse (ex: anti-VEGF ou anti-VEGFR-2) avec des inhibiteurs des récepteurs de la 

famille de ERBB dans le traitement du cancer (Folkman, 2006 ; Herbst et al., 2007 ; Sandler 

et Herbst, 2006 ; Shibuya et al., 2007). Les inhibiteurs de l'angiogenèse seraient même 

envisagés comme une médication de première ligne dans le traitement du cancer puisqu'ils 

sensibiliseraient la tumeur aux radiations ionisantes, permettant l'usage de doses moins 

dangereuses pour le patient (Folkman et Camphausen, 2001). Cependant, plusieurs de ces 

inhibiteurs, autant les petites molécules inhibitrices de récepteurs à tyrosine kinase que les 

anticorps monoclonaux humanisés (incluant entre autres le Gleevec (imatinib), le Tarceva 

(erlotinib), l'Herceptin (trastuzumab) ou encore le Sutent (sunitinib)) démontrent des effets 

secondaires très graves, dont une cardiotoxicité pouvant mener à la mort. Pour pallier à ce 
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problème, les chercheurs suggèrent l'utilisation de plusieurs inhibiteurs à plus faibles doses 

pour traiter un cancer particulier et ainsi diminuer les effets toxiques sur le cœur (Chu et al., 

2007 ; Force, Krause et Van Etten, 2007 ; Kerkela et al., 2006). 

Les divers composés bioactifs issus de l'alimentation ont la caractéristique d'agir 

généralement sur plus d'une cible thérapeutique. Cette caractéristique est souvent considérée 

comme un désavantage par les chercheurs qui peinent à isoler les différentes variables dans 

un système expérimental. Cependant, il s'agit d'un avantage certain lorsqu'il est question de 

prévention de maladies telles que le cancer. En effet, la pléiotropie des mécanismes d'action 

de chacun des nutraceutiques présents dans l'alimentation, couplée à leur multiplicité dans 

chacun des aliments, permettent une synergie qui réduit les risques de développer des 

résistances liées à l'émergence de voies compensatoires (Gescher, Sharma et Steward, 2001). 

En plus de l'effet en prévention primaire, les nutraceutiques, même en petite concentration, 

permettent d'affaiblir la tumeur et de la sensibiliser aux différents traitements de 

chimiothérapie (Russo, 2007). En fait, plusieurs molécules bioactives entraînent même des 

réponses biologiques à des concentrations plasmatiques insuffisantes pour permettre toute 

conclusion dans les systèmes expérimentaux in vitro actuels, soulignant notre incapacité, 

encore aujourd'hui, à saisir tout le potentiel de ces molécules et J'importance de poursuivre 

des recherches à leur sujet (Aggarwal et Shishodia, 2006). 

Par contre, les divers composés bioactifs issus de l'alimentation ont tous la capacité 

d'être néfastes pour la santé, le principe de base en toxicologie stipulant que « la dose définit 

le poison» s'appliquant également à ces molécules. Ainsi, les effets antimutagéniques et 

antioxydants de la génistéine, isoflavone du soya appartenant au vaste groupe des 

flavonoïdes, sont remplacés par des effets entraînant l'inhibition de la topoisomérase II et 

l'endommagement de l'ADN en tests in vitro lorsqu'utilisé en concentrations supérieures à 5 

)J.M (Klein et King, 2007). Cependant, ces effets négatifs ne sont pas transposable chez 

l'humain puisque la concentration plasmatique en génistéine demeure de l'ordre de 7-18 nM 

chez les individus consommant une diète occidentale standard (Safford et al., 2003) et n'a été 

en mesure d'atteindre que 700 nM dans le cadre d'une étude clinique impliquant une diète 

contenant un apport élevé en soya pendant 10 semaines (Wiseman et al., 2004). À l'instar de 
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la génistéines, les différents composés biactifs issus de l'alimentation sont parfaitement 

sécuritaires aux concentrations physiologiques résultant d'une diète normale, mais possèdent 

tous le potentiel d'être néfaste pour la santé, lorsque pris en excès sans suivi médical, par 

exemple sous forme de suppléments ou de produits de santé naturels. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION ET PROSPECTIVES 

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent pour la première fois que la 

delphinidine est en mesure d'inhiber l'angiogenèse tumorale non seulement par un effet 

inhibiteur sur VEGFR-2, mais également sur PDGFR-~. Cet effet combiné de la delphinidine 

sur ces deux récepteurs cruciaux dans le processus d'angiogenèse est certainement 

responsable des effets antiangiogéniques et antitumoraux de cette molécule. De plus, la très 

grande efficacité de J'extrait de baies in vivo suggère également une activité d'autres 

anthocyanes ou du moins une synergie entre ceux-ci et la delphinidine. Considérant que les 

anthocyanes sont en mesure de traverser la BBB, on peut supposer que l'effet inhibiteur de 

ces molécules sur PDGFR-~ est également retrouvé au niveau du réseau de capillaires du 

cerveau, qui lui aussi, est stabilisé par des cellules musculaires lisses et des péricytes 

(Girouard et Iadecola, 2006). Aussi, les médulloblastomes hautement métastatiques 

expriment le récepteur PDGFR-~ qui, en réponse au PDGF-BB sécrété par les cellules 

endothéliales, induit la survie et la migration cellulaire chez les cellules tumorales (Gilbertson 

et Clifford, 2003), faisant des médulloblastomes une cible potentielle pour les anthocyanes. 

Nous avons également démontré pour la première fois que les flavonoïdes de la sous­

classe des flavonols, soit la quercétine, la myricétine et le kaempferol, sont en mesure 

d'entraver la migration cellulaire de cellules de médulloblastomes par un effet inhibiteur sur 

Met. De ces résultats, ceux concernant la quercétine sont particulièrement intéressants. En 

effet, puisque cette molécule est largement répandue dans les aliments, il est possible 

d'atteindre des concentrations plasmatiques de quercétine de l'ordre de quelques 

micromolaires par notre alimentation, soit des concentrations équivalentes à celles actives in 

vitro. Puisque la quercétine est en mesure de traverser la BBB, il est probable que cet effet 

antimétastasique soit applicable chez l'humain et s'ajoute ainsi aux multiples cibles 

moléculaires de ce flavonol (Murakami, Ashida et Terao, 2008). 
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Récemment, des cellules souches cérébrales cancéreuses ont été isolées à partir de 

médulloblastomes. Ces cellules sont en mesure de se différencier in vitro et de reproduire les 

phénotypes cellulaires identiques à ceux retrouvés in situ (Singh et al., 2003). À l'image des 

cellules souches cérébrales cancéreuses issues des glioblastomes (Singh et al., 2004), celles­

ci expriment un marqueur commun, soit la protéine membranaire CD133 (Mizrak, Brittan et 

Alison, 2008). Ces cellules conservent leur phénotype «souche» grâce aux conditions 

particulières du microenvironnement prévalent au sein des niches vasculaires cérébrales où 

elles se situent (Annabi et al., 2008). Ces niches miment les conditions retrouvées dans les 

niches des cellules souches cérébrales normales et permettent ainsi le renouvellement des 

cellules souches cérébrales cancéreuses (Gilbertson et Rich, 2007). Ces découvertes ouvrent 

sur de nouvelles et excitantes avenues. Quel est l'impact des nutraceutiques sur les cellules 

souches cérébrales cancéreuses CD133+ dans des modèles orthotopiques? Est-ce que la niche 

vasculaire cérébrale des cellules souches cancéreuses est une cible intéressante pour les 

nutraceutiques? Afin de maintenir les recherches sur l'alimentation et les cancers du cerveau 

à la frontière de nos connaissances, il est essentiel de s'intéresser à ces questions dans un 

avenir rapproché. 
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APPENDICE A 

CONTRIBUTION DE L'AUTEUR DU MÉMOIRE 

Mon apport à la réalisation du premier article de ce mémoire intitulé: « Delphinidin, 

a dietary anthocyanidin, inhibits platelet derived growth factor ligand/receptor 

(PDGFIPDGFR) signaling» publié dans Carcinogenesis (Lamy et al., 2008), a été divers. 

J'ai mis au point les modèles de coculture de cellules endothéliales et de cellules musculaires 

lisses dans un système en trois dimensions axés sur la formation et la stabilisation du réseau 

de tubes similaire au réseau de capillaires normal. J'ai compilé, analysé et interprété les 

données issues de ces expérimentations. J'ai également effectué, compilé, analysé et 

interprété les essais de migration et de prol ifération cellulaire sur les cellu les musculaires 

lisses et les cellules cancéreuses du poumon avec l'extrait de baies riche en anthocyanes. 

Finalement, j'ai pat1icipé aux différentes discussions concernant le projet. 

Mon apport à la réalisation du second article intitulé: « The flavonols quercetin, 

kaempferol and myricetin inhibit hepatocyte growth factor-induced medulloblastoma cell 

migration» soumis dans The Journal of Nutrition (Labbé et al., 2008), a été total. J'ai 

effectué des tests préliminaires sur près de 60 différents nutraceutiques avant de découvrir 

l'excellent potentiel des flavonols. J'ai ensuite élaboré, effectué, compilé, analysé et 

interprété les diverses expériences. Finalement, j'ai monté les différentes figures, effectué la 

recherche bibliographique et rédigé l'intégralité du manuscrit en anglais. 


