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RESUME

La lutte contre le cancer est une partie prenante dans les différentes spheres du systeme
de la santé depuis plusieurs années. Plus récemment, une corrélation importante entre
I’inflammation chronique et le développement tumoral a pu étre établie. Celle-ci est
observable, entre autres, chez le carcinome urothélial de la vessie. Cette étude visera
particulierement I’inhibition de cette interaction entre les cellules cancéreuses et pro-
inflammatoires pour permettre de contrer I’initiation, la prolifération, I’angiogenése et la
migration tumorale. Cette communication est possible, entre autres, grace aux médiateurs
inflammatoires comme les cytokines TNFa et IL-6 qui activent respectivement les
facteurs de transcription NFkB et Stat3. Ces cytokines sont donc sécrétées par les
leucocytes a la suite d’une réaction inflammatoire et sont captées par des cellules de
Purothélium endommagé qui a leur tour, sécreétent ces mémes cytokines qui vont
suractiver les macrophages pro-inflammatoires. Pour remédier a cette chaine d’activation,
nous avons caractérisé de nouveaux dérivés de 1’acide para-aminobenzoique, montrant un
fort potentiel anti-inflammatoire. Nous montrons ici leurs activités anti-inflammatoire et
anticancéreuses autant in vitro sur les cellules T24 et MB49-1, deux modéles du cancer de
la vessie humain et murin, respectivement, que iz vivo sur les tumeurs dérivées des cellules
MB49-I implantées de fagon ectopique sur les flancs des souris C57BL/61.

Mots-clés : Thérapie anti-cancer, inflammation, cancer de la vessie.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Le cancer de la vessie

1.1.1 Incidence et facteurs de risque

Le cancer est une maladie qui affecte tous les Canadiens que ce soit d’une maniere
directe ou indirecte. En effet, en date de I’année 2019, c’est environ 220 400 Canadiens
qui ont recu un diagnostic de cancer ce qui amene a la statistique suivante : environ |
Canadien sur 2 sera atteint d’un cancer au cours de sa vie et | sur 4 en décedera (Canadian
Cancer Statistics 2019). En ce qui concerne le cancer de la vessie, c’est plus de 11 800
Canadiens qui recevront ce diagnostic et 2500 qui en mourront au cours de la prochaine
année (Canadian Cancer Statistics 2019). Cette derniére statistique représente environ
3 % des déces associés a tous les types de cancer (Canadian Cancer Statistics 2019). Par
ailleurs, au niveau mondial, le cancer de la vessie se positionne en 9° position pour ce qui

est de son incidence (Wong et al., 2018).

[l existe plusieurs formes de cancer de la vessie, mais seulement trois différentes
tormes représentent 97 % de ceux-ci; le carcinome épidermoide ou I’urothélium se
différencie en cellule malphigienne et concernant 5 % des cas; I’adénocarcinome de la
vessie qui prolifere au sein des cellules glandulaires avec seulement 2 % de représentation;
finalement, le carcinome urothélial de la vessie (CUV) aussi appelé carcinome
transitionnel représentant 90 % des diagnostics et de ceux-ci, 40 a 50 % des tumeurs sont
invasives (Canadian Cancer Statistics 2019). Les hommes ont de 3 a 4 fois plus de risque
de développer un cancer de la vessie comparativement aux femmes (Dobruch et al., 2016;
Mizushima, Tirador et Miyamoto, 2017). Malgré ces statistiques, les recherches visant a
déterminer le role des récepteurs a androgenes dans le développement tumoral du CUV

ne sont pas encore concluantes (Dobruch et al., 2016; Li, Chen et Miyamoto, 2017).



Il y a évidlemment une foule de facteurs de risques associés au CUV, que I’on
retrouve €galement en grand nombre dans d’autres types de cancers. Pour commencer, le
facteur numéro un est sans surprise de fumer la cigarette (Al-Zalabani, Stewart, Wesselius,
Schols et Zeegers, 2016; Jin et al., 2017; Letasiova et al., 2012). Les amines aromatiques
contenues dans la fumée qui est inhalée sont responsables de I’inhibition exercée sur la
réparation de I’acide désoxiribonucléique (ADN) et de promouvoir la transition épithéliale
mésenchymateuse (TEM) (Besaratinia et Tommasi, 2013). Par ailleurs, les amines
aromatiques sont présentes dans la peinture, le plastique, le métal et la teinture pour
cheveux (Letasiova et al., 2012). Selon une étude, la benzidine serait I’amine aromatique
la plus cancérigene, au niveau du cancer de la vessie, et se retrouve dans la teinture et le

caoutchouc (Golka, Wiese, Assennato et Bolt, 2004).

Egalement, un autre facteur de risque important au développement du CUV est la
concentration d’arsenic inorganique dans I’eau consommeée (Malats et Real, 2015). Pour
étre considérée comme ayant un impact négatif sur la santé vésicale, I’eau doit avoir une
concentration en arsenic supérieur a 300 pg/L. (Navarro Silvera et Rohan, 2007). Le
processus détaillé n’a pas encore été élucidé, mais I’inhibition indirecte de 1’arsenic sur
les enzymes possédant des groupements sulthydriles altérerait, entre autres, le bon

fonctionnement des enzymes antioxydantes (Letasiova et al., 2012).

Par la suite, soulignons I’obésité, engendrée entre autres par la sédentarité, qui va
générer au niveau du tissu graisseux une quantité importante d’adipokines qui viendront
chambouler la régulation de nombreux facteurs inflammatoires (Lee et al., 2015; Noguchi,
Liss et Parsons, 2015). De plus, des études récentes ont démontré que [’acide
lysophosphatidique, un phospholipide sécrété entre autres par les adipocytes, active

I’initiation tumorale du cancer de la vessie (Kataoka et al., 2015; Xu et al., 2016).

Finalement, les infections urinaires répétitives, causées entre autres par Escherichia
coli, rapatriant une grande quantité de cellules immunitaires pour éliminer et réparer les

cellules urothéliales touchées, favorisent par le fait méme des erreurs de réparation de



I’ADN (Nest, Nobili, Cai, Caini et Santi, 2015). Soulignons que tous les facteurs
mentionn€s sont non seulement des facteurs de risques pour le cancer de la vessie, mais

constituent également des stimulateurs de I’inflammation chronique.

1.1.2 Les traitements actuels

La décision quant aux choix des traitements a utiliser est généralement prise en
fonction d’un critere majeur : est-ce que la tumeur est sous forme invasive ou non? En
premier lieu, lorsque la tumeur est sous une forme non invasive, c’est-a-dire que la
progression tumorale n’a pas encore atteint la couche musculaire, mais bien seulement
’urothélium, la chirurgie par résection transuréthrale demeure la premiere option
(Canadian Cancer Statistics 2019). Par la suite, si le volume superficiel de la tumeur est
plus ou moins important, s’ensuivra une cystectomie partielle, segmentaire ou radicale
(Berdik, 2017). De plus, ’immunothérapie est une option de traitement additionnel a la
chirurgie lorsqu’il y a un risque de récurrence. Dans le cas du cancer de la vessie, c’est le
vaccin Bacille Calmette-Guérin (BCG) qui est le plus sélectionné (DeGeorge, Holt et
Hodges, 2017, Perez-Jacoiste Asin et al., 2014). Celui-ci est a la base d’un vaccin utilisé
pour immuniser la population contre la tuberculose (Kowalewicz-Kulbat et Locht, 2017).
Puisque les vaccins ont comme faculté premiere de stimuler le systeme immunitaire, et
que dans certains cas ou les cellules cancéreuses proliférent en passant sous le radar de
celui-ci, il s’agit d’un traitement reconnu et approuvé mondialement depuis plus de 40 ans
(Fuge, Vasdev, Allchorne et Green, 2015). Malheureusement, il ne s’agit pas d’un
traitement infaillible, il y a donc possibilité¢ d’utiliser la chimiothérapie intravésicale
comme adjuvant au vaccin BCG ou bien comme alternative. L’agent choisi est
majoritairement de la Mitomycine introduite par sonde urinaire suite a la chirurgie

(Martinez Rodriguez, Buisan Rueda et Ibarz, 2017).

Pour ce qui est de I’immunothérapie, plusieurs nouveaux traitements sont en cours
de développement, notamment des anticorps visant soit le récepteur « Programmed Death-

I » (PD-1) ou bien son ligand (PD-L1) (Yu et Rao, 2019). En effet, suite a une



surstimulation des lymphocytes T, comme dans le cas d’inflammation chronique menant
au développement tumoral, ceux-ci vont subir une détérioration de leurs fonctions. Ce
phénomene est appelé épuisement immunitaire (Wherry et Kurachi, 2015). Lorsque le
lymphocyte T est dans cet état, il exprime a sa surface PD-1 qui se liera avec PD-L1 se
retrouvant a la surface de cellules cancéreuses. Cette liaison inhibe la cytotoxicité des
lymphocytes T, tout comme leur production de cytokines (Zhou et al., 2017).
Malheureusement, ce type de traitement, étant trés ciblé, semble agir sur une minorité de

patients (Wang et al., 2018; Zhou et al., 2017).

En deuxieme lieu, lorsque le cancer est sous une forme invasive, ¢’est-a-dire qu’il
s’est propagé minimalement jusqu’a la couche musculaire, la chirurgie est encore une fois
la premiere option a consentir (Canadian Cancer Statistics 2019). En plus de la chirurgie,
la chimiothérapie systémique, injectée par voie intraveineuse, peut étre proposée comme
néoadjuvant ou adjuvant lorsqu’il y a un risque de propagation aux tissus voisins ou
lorsque la propagation locale ou a distance a ¢€té diagnostiquée. Les agents
chimiothérapeutiques les plus utilisés lors d’un traitement systémique sont le cisplatine en
combinaison avec soit de la méthotrexate, la vinblastine ou la doxorubicine (Martinez
Rodriguez et al., 2017). Et finalement, de la radiothérapie externe peut étre administrée
en méme temps que les agents chimiothérapeutiques suivant la chirurgie (Canadian
Cancer Statistics 2019). [l y a également la possibilité de faire appel a la radiothérapie
comme traitement palliatif pour soulager les symptomes lorsque le cancer est a un stade

avance.

1.2 Le développement tumoral du CUV
1.2.1 La vessie

La vessie est un organe ayant comme réle I’accumulation de I’urine produite par les
reins, acheminée par les ureteres, et a son évacuation via |’uretre controlé par le sphincter
urétral (Andersson et Arner, 2004). La muqueuse de la vessie est un €pithélium unique a

cet organe, soit |'urothélium, qui ressemble a des cellules en forme de parapluie,



superposées de maniere a former 6 a 7 couches d’épaisseurs. Celles-ci possedent une treés
forte affinité ’une pour I’autre afin de résister a ’environnement hostile de la vessie, mais
aussi a son remodelage constant (Sui, Rothery, Dupont, Fry et Severs, 2002). Ces cellules
urothéliales offrent une perméabilité compléte, une défense primaire contre les pathogeénes
et une grande communication cellulaire permettant ’activation des fibres sensorielles
(Lazzeri, 2006). Toujours dans la muqueuse et succédant I’urothélium, le chorion possede
une couche superficielle contenant les vaisseaux sanguins ainsi qu’une couche profonde
¢lastique permettant I’adaptation de la conformation de la vessie vis-a-vis son contenu
(Merrill, Gonzalez, Girard et Vizzard, 2016). Par la suite, il y a la musculeuse qui est
composee d’une couche musculaire longitudinale interne et de deux couches circulaires
externes formant ainsi le muscle Détrusor. Finalement, la musculeuse est recouverte de

’adventice composé majoritairement de tissus conjonctifs (Birder et Andersson, 2013).

Comme mentionné plus haut, la tumeur est sous une forme non invasive lorsqu’elle
traverse la muqueuse, mais aussitot qu’elle commence a envahir la musculeuse elle atteint
un stade invasif (Berdik, 2017). De maniere générale, les tumeurs Tis, Ta et T1 désignent
des tumeurs non invasives; le stade Tis concerne une tumeur iz sifu signifiant qu’elle se
développe seulement au niveau de I’urothélium et est de forme plate; le stade Ta désigne
une tumeur volumineuse, mais toujours au niveau de I’urothélium; le stade T1 concerne
une tumeur qui envahit les différentes couches de chorions comme [’illustre la Figure 1.1
(Knowles et Hurst, 2015). Pour ce qui est des stades T2, T3 et T4 ils désignent les stades
invasifs; le stade T2a est le stade ou la tumeur pénétre la premiere couche de la
musculeuse, tandis que T2b est celui ou la tumeur pénetre la deuxi€éme couche musculaire;
le stade T3 désigne une invasion des tissus conjonctifs et périphériques; finalement, le
stade T4 concerne une atteinte des organes avoisinants comme la prostate ou |’utérus

(Berdik, 2017; Knowles et Hurst, 2015).
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Figure 1.1 Illustration de Ia progression tumorale au sein des différentes composantes de la
paroi vésicale selon les différents stades. (Sanli et al., 2017)

1.2.2 Initiation tumorale

La vessie est a la base un organe excréteur qui permet ’accumulation de 1’urine
produite par les reins et par le fait méme de certains déchets nuisibles (Fry et Vahabi,
2016). Puisqu’il est relié par I’environnement extérieur via I’urétre, il est également la
porte d’entrée de plusieurs microbes comme des bactéries. L’urothélium est donc en
contact avec plusieurs éléments irritants tout au long d’une vie. Ces éléments vont
tranquillement induire une inflammation chronique affectant I’épithélium transitionnel.
Le processus d’initiation et de progression tumorale vésicale précis n’a pas encore été
démystifié totalement puisqu’une foule de facteurs semble intervenir dans ce processus
comme le sexe ou bien les habitudes de vie. Cependant, il implique clairement un
dysfonctionnement du systeme immunitaire (Thompson, Siref, Feloney, Hauke et
Agrawal, 2015). En effet, un des facteurs déterminants associés a [’agressivité
métastatique ainsi qu’a la récurrence tumorale est I’inflammation chronique (Fernandes et
al., 2015; Shinko, Diakos, Clarke et Charles, 2017; Sui, Lei, Chen, Xie et Li, 2017).
Plusieurs facteurs irritants comme le tabac, les cystites et les infections urinaires sont
connus pour entretenir une inflammation au niveau de la muqueuse vésicale, ce qui
augmente grandement le risque de développement tumoral (Kantor et al, 1984; La

Vecchia, Negri, D'Avanzo, Savoldelli et Franceschi, 1991).



Les irritants mentionnés vont entrainer une libération importante de médiateurs
inflammatoires entrainant par le fait méme une TEM (Zhang, Mao et Sun, 2019). En
général, la TEM consiste a une transition de cellules épithéliales en cellules
mésenchymateuses subissant une modification de leurs propriétés adhésives et dégradant
la lame basale de I’épithélium (Sipos et Galamb, 2012). Cette transition est permise grace
a plusieurs types cellulaires comme les cellules « Natural Killer » (NK), les fibroblastes,
les lymphocytes T, mais surtout grace aux cellules épithéliales (ici urothéliales) et aux
macrophages associ¢s aux tumeurs (MAT) (Thompson et al., 2015). Ces deux derniers
sont les acteurs principaux permettant I’initiation et la progression tumorale (Zhang et al.,
2019). Effectivement, les cellules urothéliales endommagées seront soit détruites par
apoptose, par exemple via Caspase-1 ayant comme substrat une interleukine (IL), soit
’IL-16, qui est sécrété par des macrophages pro-inflammatoires Mo-1 activés, ou bien
seront réparées (Creagh, Conroy et Martin, 2003). Ces réparations entrainent des
modifications du cycle cellulaire normal des cellules de I’urothélium; en les forgant a se
réparer ou bien a se diviser d’une maniere trop rapide, qui se fait entre 6 et 12 mois, nous
for¢ons les erreurs lors de la réplication de I’ADN (Pinto-Leite et al., 2014). Ceci pousse
a une désactivation de la transcription des geénes de type suppresseurs de tumeurs, comme
«Tumor protein 53» (TP53), Rétinoblastome 1 (RB1) ou « Phosphatase and Tensin
homolog » (PTEN), qui normalement empéchent les cellules endommagées de se diviser
(Knowles, 2007; Pinto-Leite et al., 2014; Staack, Hayward, Baskin et Cunha, 2005). Par
chance, notre systétme immunitaire détecte et détruit ce genre de cellules endommaggées,
mais parfois suite a d’autres mutations, celui-ci ne reconnait plus les cellules cancéreuses
comme €tant dangereuses. Le systéme immunitaire ne devient plus apte a contrer les
cellules cancéreuses puisqu’elles perdent, entre autres, I’expression des antigenes associ€s
aux tumeurs et/ou elles sous-expriment les «Major Histocompatibility Complex Class I
Chain-Related A et B» (MICA) nécessaires a la lyse cellulaire par les cellules NK (El
Hage, Abouzahr-Rifai, Meslin, Mami-Chouaib et Chouaib, 2008; Ferrari de Andrade et
al., 2018).



1.2.3 Inflammation chronique et progression tumorale

L’inflammation chronique favorisant I’échange de facteurs pro-inflammatoires
forme un microenvironnement inflammatoire, et par le fait méme, entraine la progression
tumorale (Sui et al.,, 2017). Celui-ci est composé de plusieurs types de cellules

immunitaires comme mentionnées plus haut.

La communication au sein du systtme immunitaire est trés complexe puisqu’a
chaque détection d’intrus ou de cellule endommagée au sein du corps humain, il doit y
avoir une réaction adéquate, rapide, mais aussi un retour a la normale. Pour ce faire, il
existe une foule de facteurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoire qui forme un
équilibre immunitaire (Sanjabi, Zenewicz, Kamanaka et Flavell, 2009). Cet équilibre est
brisé rapidement lorsqu’une surcharge de travail est demandée aux cellules immunitaires.
Le premier réflex est de détruire ou stopper la division cellulaire et, pour y arriver, il y a
plusieurs facteurs pro-inflammatoires comme le facteur de nécrose tumorale alpha
(TNFa), I’IL-6, I’interféron gamma (INFy) et les LPS qui seront le sujet abordé dans les
sous-sections suivantes. Par la suite, il y a automatiquement la contre-réponse pour
favoriser un retour a la normale du systeéme inflammatoire. Si un débalancement survient,
un choc systémique peut s’ensuivre comme dans les réactions anaphylactiques ou bien les
septicémies, démontrant une suractivation du systeme inflammatoire pouvant entrainer la
mort (Chaudhry et al., 2013). Parmi, les facteurs anti-inflammatoires permettant un retour

a la normale, notons entre autres I’[1.-4 et [L-10.

1.2.3.1 TNFa

Un des médiateurs pro-inflammatoire le plus abordé tout au long de cette €tude est
la cytokine TNFa. Celle-ci est une actrice tres importante dans I’initiation et la progression
tumorale (Thompson et al., 2015). A la base, cette cytokine est sécrétée, entre autres, par
des M¢-1 lorsque ceux-ci sont activés par IL-1, INFy ou LPS (Poh et Ernst, 2018). Par la

suite, TNFa va se lier a son récepteur transmembranaire (TNFRI) qui va activer le



complexe protéique inhibiteur kappa-Kinase (IkK), comme illustré a la Figure 1.2
(Balkwill, 2006). Celui-ci, va aller phosphoryler la protéine de s€équestration Ik et ainsi
entrainer deux réactions : la libération de la protéine « Nuclear factor-kappa B » (NFkB)
ainsi que I’ubiquitination de p-1xB. Lorsque NFkB est libéré, il sera transloqué a
’intérieur du noyau pour ainsi aller se lier a son promoteur et activer la transcription d’une

foule de geénes favorisant la survie cellulaire (Balkwill, 2006).

En premier lieu, un des genes clés activés sera le gene de la protéine TNFaq, elle-
méme, ce qui perpétuera la communication, et par le fait méme I’activation entre les
leucocytes intra-tumoraux et les cellules cancéreuses (Collart, Baeuerle et Vassalli, 1990).
En deuxieme lieu, il y a le gene de la protéine métalloprotéase matricielle 9 (MMP-9), un
autre facteur tres important pour la progression tumorale en provoquant I’invasion et la
métastasie tumorale (He, 1996). En effet, celle-ci permet la dégradation de la matrice
extracellulaire favorisant ainsi I’invasion locale et a distance des cellules tumorales (Gong
et al., 2016). En troisieéme lieu, il y a transcription des genes activant I’angiogenese, dont
celui de la cytokine 1L-8 (Karashima et al., 2003; Rottner, Freyssinet et Martinez, 2009).
Cette cytokine pro-inflammatoire joue un rdle important dans la progression tumorale,
notamment grace a |’activation de la prolifération et de la survie des cellules endothéliales
(Alfaro et al., 2017). Cette cascade entraine par le fait méme une augmentation de la
production de MMPs et de 1’isoforme inductible de I’oxyde nitrique synthase (1INOS) au
sein du microenvironnement tumoral (Alfaro et al., 2017; Lechner, Lirk et Rieder, 2005).
NFxB semble donc étre une cible pour freiner le développement tumoral, par contre, il
régule aussi la sécrétion d’[L-1f lors d’infection bactérienne (Baud et Karin, 2009; Greten

et al., 2007).

Notons que TNFa joue également un role important au niveau de I’induction de
’apoptose. En effet, lors de la dissociation de NFxB, s’il y a recrutement de la protéine
« Fas-Associated protein with Death Domain » (FAD) ainsi que des caspases 8 et 10 dans

le noyau, il y aura alors apoptose chez la cellule ciblée (Elmore, 2007).
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Figure 1.2 Hlustration de la voie de signalisation TNFa/TNFR1/ NFxB. (Chen et Goeddel, 2002)

1.2.3.2 iNOS/NO

L’iINOS est encodé par le gene NOS2 qui est sous régulation de différents signaux,
notamment par NFxB activé (Morris et al., 2003). Cette protéine est une enzyme
catalysant la production d’oxyde nitrique (NO) a partir d’une réaction ayant comme
substrat le L-arginine. Comme ’indique son nom, I’iNOS peut €tre induite par le TNFa,
mais aussi par ’INFy et les LPS (Jenkins et al., 1995; Kostourou et al., 2011). La
régulation de la production de NO via iNOS est encore un sujet d’actualité puisque la
concentration en NO chez les patients atteints du CUV est un facteur déterminant de
’agressivité du cancer (Klotz et al., 1999; Sawicka, Lisowska, Kowal et Dlugosz, 2015).

Effectivement, le NO est associé avec un mauvais pronostic au niveau du CUV puisque



11

50% des patients atteints par ce cancer présentent un taux anormalement élevé en NO au
niveau de la vessie (Sandes et al., 2012; Viallard et Larrivee, 2017). Au fait, le NO est
reconnu pour maintenir ou augmenter la croissance tumorale déja établie a trois niveaux:
a) 1l est I’'un des médiateurs du processus angiogénique permettant la croissance de la
tumeur grace a I’apport en nutriments et en oxygene; b) il peut fonctionner comme facteur
de survie pour certaines cellules tumorales; et ¢) il peut inhiber la réponse immunitaire
dirigée contre la tumeur (Burke, Sullivan, Giles et Glynn, 2013; Cassini-Vieira et al.,
2015; Hussain et al., 2008; Pekarova et al., 2011). Dans le cas du cancer de la vessie, il
semble que le NO soit un facteur de survie essentiel, car lorsqu'il est inhibé, la prolifération
cellulaire, la croissance tumorale et les propriétés liées a I’invasion ont ét¢ réduites

(Belgorosky et al., 2014).

1.2.3.3 IL-6

[’IL-6 est un autre facteur pro-inflammatoire important dans le contexte du CUV
puisqu’il est un inducteur de la motilité cellulaire et par le fait méme un acteur important
dans la progression tumorale (Sui et al., 2017). En résumé, la voie de signalisation
engendrée par liaison d’IL-6 et de son récepteur ILO6R implique |’activation des protéines
« Janus Kinase » (JAK) qui vont phosphoryler la protéine appelée signal transducteur et
activateur de la transcription 3 (STAT3), provoquant ainsi leur dimérisation et leur
translocation dans le noyau. STATS3, se liant a son promoteur, va activer la transcription
de plusieurs geénes résultant en [’augmentation de la motilité via, entre autres, la
surexpression de vimentine (Bharti, Dey et Mandal, 2016). Cette protéine fait partie de la
famille des filaments intermédiaires du cytosquelette cellulaire chez les mammiferes.
L’invasion est également induite par I’[L-6 grace a la transcription de MMP-1, qui comme
MMP-9, est une protéine dégradant la matrice extracellulaire (Itoh et al., 2006). De plus,
I’exposition prolongée a 1I’IL-6 peut mener a la surexpression des génes anti-apoptotiques

comme « B-cell lymphoma 2 » (BCL-2) (Thompson et al., 2015).
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La majorité des voies de signalisation intracellulaires étant entrecroisée, complexe
et dynamique, celle de I’IL-6 en fait partie. Effectivement, une autre cible de I’activation
du récepteur d’IL-6 est NFxB, qui possede la faculté d’activer la transcription de génes
comme TNFa, MMP-9 mais aussi celui de I’IL.-6 lui-méme (Son et al., 2008). Cette boucle
d’activation présente chez les macrophages et les cellules tumorales est ainsi entretenue
grace aux cytokines TNFa et [L-6 et I’activation de facteurs de transcription NFkB et
STATS3, créant ainsi un microenvironnement tumoral propice a I’invasion et & I’agressivité

tumorale (Ji, He, Regev et Struhl, 2019; Zhu, Shen et Xu, 2012).

1.2.3.4 INFy

L’INFy est une autre cytokine d’intérét, car elle est produite lors de I’inflammation
chronique qui s’établit dans le microenvironnement tumoral (Fernandes et al., 2015;
Shinko et al., 2017; Sui et al., 2017). Au niveau moléculaire, I’'INFy se lie d’abord a son
récepteur ’INFGR et entraine [’activation des protéines JAK2 responsables de la
phosphorylation de STAT1 et de sa dimérisation (Hu et Ivashkiv, 2009). Aprés sa
dimérisation, il y a translocation dans le noyau et activation de la transcription de plusieurs
genes ayant une séquence d’ADN spécifique de reconnaissance a STATI1. Aux niveaux
cellulaire et fonctionnel, I’'INFy agirait sur plusieurs types cellulaires et coordonnerait
plusieurs processus immunitaires et inflammatoires ayant un impact soit défavorable, soit
favorable pour le développement et la progression tumorales (Mandai et al., 2016; Mojic,
Takeda et Hayakawa, 2017). D’une part, lors d’une réponse inflammatoire aigué, elle
permettrait 1’augmentation de la présentation d’antigénes tumoraux par les cellules
dendritiques et les macrophages, |’habilité¢ d’adhésion et d’encrage chez les leucocytes
mais surtout I’induction de I’activité cytotoxique des macrophages, des cellules NK et des
cellules T cytotoxiques. D’autre part, de données récentes indiquent qu’une exposition
chronique a I’INFy menerait a [’apparition des clones tumoraux résistants aux attaques du
systéeme immunitaire (Mandai et al., 2016; Mojic et al., 2017). L’activation de la voie
JAK2/STAT! par I’INFy est également connue pour induire la surproduction de la

molécule d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1), qui renforce ’adhésion des cellules



13

cancéreuses aux cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, facilitant ainsi le processus
métastatique (Sundar Rajan, Laurent, Verdier et Duperray, 2017; Walter, Look, Tidwell,
Roswit et Holtzman, 1997). Enfin, 'INFy va également induire la production d’iNOS et
par le fait méme la production en NO (Blanchette, Jaramillo et Olivier, 2003; Kang, Koo,

Lee, Yun-Choi et Chang, 1999).

1.2.3.5 LPS

Comme mentionné plus haut, les infections bactériennes répétitives du tractus
génito-urinaire génerent une inflammation chronique et favorisent le développement du
CUV (Nesi et al., 2015). Fait important a noter, la majorité des infections urinaires chez
les patients souffrant du CUV sont causées par des bactéries Gram négatives (Vodvarka
et Jancova, 1988). Les LPS sont des endotoxines retrouvées dans la membrane externe de
bactéries Gram négatives qui sont reconnues par un récepteur spécifique, le « Toll-Like
receptor 4 » (TLR4), exprimé notamment, sur la membrane plasmique des macrophages,
des cellules dendritiques et des cellules de I’urothélium (LaRue, Ayari, Bergeron et
Fradet, 2013; Li, Yin, et al., 2017). Les LPS, reconnues au niveau de I’urothélium en
premier lieu, déclenchent donc une cascade pro-inflammatoire afin d’éliminer 1’intrus
détecté par le TLR4 (Li, Yin, et al., 2017). Les interactions LPS/TLR4 sont connues pour
induire la translocation de NFxB dans le noyau (Lai et al., 2017) ainsi que la production
et la sécrétion de nombreux facteurs pro-inflammatoires, notamment le TNFa et 1’IL-1
par les M¢-1 activés (Petes et al., 2017). Similairement a I’INFy et le TNFa, les LPS vont
étre utilisés dans le cadre de cette étude pour sa capacité a activer la production d’INOS
et par le fait méme pour mimer le contexte d’inflammation chronique menant au
développement tumoral (Plum, Huang, Grabensee, Schror et Meyer-Kirchrath, 2002). Le
NO produit par iNOS est un médiateur omniprésent dans un large €ventail d’états
inflammatoires, notamment une tumeur en développement, et reflete le degré d’une

réponse inflammatoire, fournissant ainsi une mesure du processus inflammatoire.
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1.3 La problématique

La problématique entourant le CUV n’est pas seulement le nombre de personnes
atteint par ce cancer, mais surtout sa récurrence qui s’éléve a plus de 70 % selon certaines
études €pidémiologiques et clinicopathologiques (Martinez Rodriguez et al., 2017, Smith
et Zaharoff, 2016). De plus, ce taux de récurrence ¢levé fait du CUV le cancer le plus
couteux par patient (Kwan, Garren, Nielsen et Tang, 2018). Un lien important est a faire
entre cette récurrence et le fait que le CUV est le 3° cancer avec le plus haut taux de
mutation (Erdmann, 2017). L activation constante du cycle cellulaire des cellules de la
paroi vésicale causée par I’inflammation chronique est soupgonnée d’entrainer un taux
d’altération génomique important favorisant un développement tumoral agressif chez le
CUV. Effectivement, le cancer de la vessie se situe en 3° position derriere le cancer du
poumon et du mélanome en termes de mutation du génome (Kandoth et al., 2013). Avec
un taux de survie aprés 5 ans du diagnostic de seulement 36 %, nous nous sommes donc
penchés sur la problématique du CUV avec I’idée en téte qu’il y a un manque important

d’alternatives thérapeutiques pour ce type de cancer (Canadian Cancer Statistics 2019).

1.4 L’hypothése

Nous croyons que la boucle d’activation déclenchée par les cellules de 1’urothélium
et soutenue par les leucocytes intra-tumoraux est la source de plusieurs cas de cancers tres
agressifs et difficiles a traiter. Donc, en prenant en considération que I’inflammation
chronique incite I’initiation et la progression tumorales grace a une communication entre
les leucocytes intra-tumoraux et les cellules de I’'urothélium, nous croyons qu’en inhibant
cette communication au sein du microenvironnement tumoral, nous pourrions élaborer des

nouvelles thérapies pour les cancers difficiles a traiter.
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1.4.1 Etudes précédentes : les DABs
1.4.1.1 Premiere génération

Pour arriver a valider cette hypothése, notre équipe de recherche a établi une
collaboration avec I’équipe du Dr. Gervais Bérubé, qui a d’abord procédé a plusieurs
réactions chimiques a partir de |’acide para-aminobenzoique (PABA) pour former
plusieurs dérivés, appelés DABs. Les DABs de premiere génération fournis par le
laboratoire du Dr. Bérubé ont fait I’objet d’une publication au sein de notre laboratoire
(Hamelin-Morrissette et al., 2015). En résumé, nous avons confirmé une absence
d’activité anti-inflammatoire du PABA, mais certains dérivés montraient une forte activité
anti-inflammatoire. La molécule ayant démontré la plus grande activité anti-
inflammatoire est la molécule AL-549 (Figure 1.3). Son énorme potentiel anticancéreux
a ¢té mis en évidence par sa capacité a inhiber significativement: 1) les voies de
signalisation INFy/STAT! et IL-6/STAT3; 2) I’expression de marqueurs inflammatoires
comme les protéines cluster de différentiation 40 (CD40) et du complexe majeur
d’histocompatibilité I1 (CMH-11); et 3) la mobilité cellulaire ainsi que 1’expression de NO

par les macrophages pro-inflammatoires M¢-1 activés.
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Figure 1.3 Illustration de la molécule du PABA et d’un de ses dérivés, ’AL-549.
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Dans une autre publication en cours de rédaction, la molécule AL-549 a été utilisée
dans un modele in vivo du cancer de la vessie (Girouard J, et al 2019, Translational
Research, accept€). Cette étude a permis de mettre en évidence I’activité anticancéreuse

et anti-métastatique d’AL-549 (Figure 1.4).
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Figure 1.4 Résultats in vivo de la viabilité, de la grosseur de tumeurs et du nombre de métastases

chez les souris C57B1/6J inoculées avec les cellules MB49-1.

a) Les cellules invasives MB49-1 (3 x 10° cellules) ont été implantées dans le flanc
de souris C57BI/6J (n=8) et apres 4 jour, elles ont été traitées avec des injections
intrapéritonéales de PBS (ctrl) ou d’AL-549 a 90 uM et 150 pM. Les injections
ont été répétées aux jours 7, 10, 14, 17, 21 et 24. b) Vue macroscopique de
métastases a la surface de poumons du groupe témoin et du groupe de souris
traitées avec AL-549 a 90 uM. Les fleches jaunes indiquent une métastase.

Comme illustré a la Figure 1.4, les souris témoins injectées avec la solution tampon
phosphate salin (PBS) d’une mani¢re périodique présentaient un volume tumoral
d’environ 1300 mm? et un taux de viabilité de 62 % aprés 25 jours suivant I’inoculation
des cellules cancéreuses. D’autre part, le groupe de souris traitées avec une solution d’AL-
549 a 150 uM montrait un taux de viabilité de 100% ainsi qu’un volume tumoral d’environ

200 mm?>. De plus, toujours lors de la méme étude, alors que des métastases pulmonaires
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¢taient détectables de maniere macroscopique dans le groupe de souris témoins (13 + 4),
aucune métastase macroscopique n’a €t€¢ décelée dans les poumons du groupe de souris

traitées avec la solution d’AL-549 a 150 uM.

1.4.1.2 Deuxiéme génération

Les recherches ont continué, car AL-549, a tres forte dose, semblait légerement
cytotoxique et que son mécanisme d’action restait toujours a €tre €lucidé. Puisque cette
molécule de premiere génération était celle qui possédait la plus grande efficacité anti-
inflammatoire, des modifications ont été apportées au sein de celle-ci afin de I’optimiser
(Figure 1.5) (Bérubé, Reyes-Moreno, 2017). Différentes sections de la molécule ont été
visées afin d’observer une perte ou un gain au niveau de son pouvoir inhibiteur. A la suite
de plusieurs expériences, décrit un peu plus loin dans ce mémoire, la molécule dénommée
ML-28 semblait étre la molécule ayant un effet Iégerement supérieur a AL-549 avec une

cytotoxicité moindre.
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Figure 1.5 [llustration de la molécule AL-549 et de ses dérivés : ML-19 (AL-549 hydrogéné), ML-

31B (AL-549 di-acétylé), ML-31E (AL-549 mono-acétylé) et ML-28 (AL-549 déprotégé et
di-acétylé).



1.5 Objectifs

Malgré les nombreux résultats intéressants des derniéres études effectuées,

certains aspects restent a étre €lucidés :

D

2)

Premierement, plusieurs modifications cellulaires ont été observées lors des
recherches précédentes avec [utilisation de AL-549 sur les macrophages
humains pro-inflammatoires comme son effet inhibiteur sur certaines voies de
signalisation ou encore sur |’expression de facteurs pro-inflammatoires.
Par contre, ['origine de toutes ces altérations causées par les DABs n’a pas
encore été découverte. Mon premier objectif consistait donc a déterminer le

mécanisme d’action précis de cette molécule.

Deuxiémement, nous avons observé un probleme non négligeable pour la
poursuite de nos recherches; a tres forte dose d’AL-549, c’est-a-dire en haut
de 50 uM, cette molécule est cytotoxique tels que confirmé par des tests de
prolifération cellulaire (Annexe A). Souhaitant pouvoir développer une
alternative au traitement de chimiothérapie visant a détruire toutes les cellules
a division rapide, nous visons plutdt un effet cytostatique, c’est-a-dire en
mettre un frein a la prolifération cellulaire. Mon deuxieme objectif était donc
de déterminer si d’autres DABs de deuxieme génération présentaient une
activité inhibitrice accrue sur la prolifération cellulaire et la réponse
pro-tumorale de certaines cytokines/facteurs pro-inflammatoires tout en étant

moins cytotoxiques pour les cellules tumorales du CUV et les macrophages.



CHAPITRE II

APPROCHES EXPERIMENTALES PRIVILEGIEES ET METHODOLOGIES

2.1 Culture cellulaire

Les différents tests biologiques ont été effectués avec des lignées cellulaires du CUV
murin male MB49 et MB49-1, du CUV humain T24 et 5637, et de monocyte humain THP-1-
1. Les cellules ont été¢ maintenues dans du milieu RPMI-1640 supplémenté de 10 % de
sérum bovin feetal (FBS), | mM de pyruvate de sodium, 10 mM d’acide 4-(2-
hydroxyethyl)piperazie-1-ethanesulfonique (HEPES) et de 50 mg/mL de Gentamycine
(correspond a RPMI 10% FBS). Les cellules ont été¢ maintenues dans un incubateur avec

une atmosphere a 37°C, humidifiée et a 5% de dioxyde de carbone (CO2).

La lignée cellulaire MB49 provient d’un carcinome urothélial de la vessie induit
chimiquement dans les souris méale CS57BL/6J et est largement utilisée pour des
expériences in vivo et in vitro, tandis que la lignée cellulaire MB49-I provient des MB49,
mais plus invasive et agressive suite a plusieurs passages in vivo (Fabris et al., 2012;
Lodillinsky et al., 2009; Summerhayes et Franks, 1979). Concernant la lignée T24, il s agit
également d’une lignée du CUV largement utilisée, mais cette fois-ci provenant d’un sujet
humain de sexe féminin (O'Toole, Perlmann, Unsgaard, Moberger et Edsmyr, 1972). Les
cellules 5637 sont également une lignée humaine et invasive du CUV qui est utilisée
depuis plusieurs années, mais qui provient d’un sujet masculin (Bender, Pao et Jones,
1998). Finalement, les cellules THP-1 sont un modele de monocyte humain dérivé d’une
leucémie monocytaire et qui peut étre aisément différencié en macrophages grace a un
traitement avec un ester de phorbol (PMA a 50 ng/mL) et utilisé en coculture afin de
stimuler une réponse inflammatoire de la part des cellules cancéreuses (Bosshart et

Heinzelmann, 2016).
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2.2 Immunodétection des protéines d’intéréts

En premier lieu, les cellules MB49, MB49-1 et T24 (50x10° cellules/puit) ont été
activées avec du TNFa (25 ng/mL), de I’[L-6 (100 ng/mL) ou bien avec du PBS (solution
témoin) pendant 5, 15 et 30 minutes. Par la suite, les cellules ont été lysées et analysées
par un immunobuvardage de type Western, comme décrit précédemment (Dallagi et al.,
2015). Sommairement, les protéines ont ét€ séparées par une électrophoreése sur gel de
polyacrylamide-sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) et transférées sur une membrane de
polyfluorure de vinylidene (PVDF). Les membranes ont été incubées, dans un premier
temps, avec des anticorps de souris polyclonaux contre p-Ikp et des anticorps de lapin
polyclonaux contre p-STAT3 (dilution 1:2000) pendant toute une nuit a 4 °C. Dans un
deuxieme temps, les membranes ont été réincubées avec des anticorps de chévre anti-lapin
et anti-souris (dilution 1:3000) couplés a la peroxydase de raifort (HRP) pendant 1 h a
température piece. Dans tous les cas, les protéines ont été visualisées grace a 1’ajout du
réactif «SuperSignal» qui réagit a ’HRP en émettant un signal de chimiluminescence
(Thermo Fisher Scientific). Ces membranes ont par la suite été décapées pour €tre encore

une fois incubées avec des anticorps contre STAT3 ou B-actine (dilution 1:2000).

Dans une deuxieme série d’expériences, les cellules tumorales ont été prétraitées
avec différentes solutions contenant les DABs a 10, 30 et 50 uM pendant 30 minutes avant

I’activation avec TNFa (25 ng/mL) et IL-6 (100 ng/mL).

Egalement, les cellules MB49 et MB49-1 (50x10° cellules/puit) ont fait 1’objet d’un
test supplémentaire pour la détection de la protéine iNOS. Ces cellules ont été prétraitées
avec du diméthyle sulfoxyde (DMSO) comme témoin ou avec AL-549 ou d’autres DABs
a 30 uM pendant 30 minutes et activées avec du PBS ou TNFa (25 ng/mL) et IL-6 (100
ng/mL) pendant 24 et 48h. L’ immunodétection de la protéine iNOS a été réalisée comme
décrit plus haut, a I’aide des anticorps de lapin polyclonaux anti INOS (dilution 1:2000)
et des anticorps de cheévre anti-lapin (dilution 1:3000) couplés a la HRP.
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2.3 Test de réactif de Griess pour I’évaluation de la production de NO

Les cellules MB49 et MB49-1 (50x10° cellules/puit) ont été prétraitées avec du
DMSO comme témoin ou les DABs a 30 uM pendant 30 minutes et ensuite, elles ont ét¢
activées avec TNFa (25 ng/mL) ou IL-6 (100 ng/mL) pendant 24 h. Pour ¢valuer la
quantité de NO produit, le milieu des puits a été récolté et une aliquote de celui-ci a €té
mélangé avec un volume égale d’une solution contenant de I’acide sulfanilique et d’une
solution de N-(1-naphthyl)ethylenediamine (Réactif de Griess Life technologies), comme
décrit précédemment (Belgorosky et al., 2014). Ce réactif se couple a I’ion nitrite (NO2)
présent dans le surnageant, qui est obtenu lors de I’oxydation spontanée de NO, et produit
une coloration rosée dont I’intensité¢ a ¢ét€é mesurée a I’aide d’un spectrophotometre

(Biotek, synergy HT) a 548 nm.

2.4 Géne rapporteur de la luciférase

Pour tenter d’élucider une partie du mécanisme d’AL-549, les cellules MB49-1
(75x10° cellules/puit) ont été transfectées avec 0,5 pg du vecteur PathDetect NFkB cis-
reporting system (Agilent Technologies) a I’aide de 1,5 uL de lipofectamine2000 par puits
selon le protocole du fabricant (Thermo Fisher). Apres 36 h de transfection, le milieu de
culture a été changé pour du RPMI 0 % FBS et pendant 3 h. Par la suite, les cellules ont
été prétraitées pendant | h avec du DMSO comme témoin ou AL-549 a 10 et 30 pM, suivi
d’une activation de 5 h avec du TNFa a 10 et 50 ng/mL. Les €chantillons, disposés dans
une plaque de 96 puits, ont €té ajoutés de luciférine et immédiatement lus dans un
spectrophotometre (Biotek, synergy HT) qui quantifiera le nombre de photons produit

suite a la réaction entre la luciférine et la luciférase. (Figure 3.3)
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2.5 Test d’invasion

Ce test d’invasion a été effectué comme décrit précédemment pour étudier
I’invasion des cellules tumorales en interaction avec les macrophages (Dufresne et al.,
2011). Le montage comporte un filtre (chambre de Boyden) inséré au sein d’un puits de
plaque de culture (24-puits). Les macrophages sont ensemencés dans le puits de plaque de
culture. La membrane du filtre présente des pores de 8 um et est recouverte d’une matrice
extracellulaire artificielle (Matrigel). Les cellules tumorales sont alors ensemencées au-
dessus de cette matrice et migrent a travers celle-ci pour atteindre le fond du filtre.
Brievement, une solution de Matrigel (dilution 1:50) a été déposée sur le filtre et laissée
polymériser pendant 24 h 4 37°C. En paralléle, une suspension des cellules THP-1 (50x10°
cellules/puits) dans du RPMI 0 % FBS a ét¢ déposée dans un puits de plaque de culture
(24-puits) en présence de PMA a 50 ng/mL pour induire la différenciation des monocytes
en macrophages. Les macrophages ont ¢été cultivés dans un milieu de culture seul
(macrophage MO) ou supplémenté avec 100 ng/mL de LPS et 25 U/mL d’[FNy pour
induire un phénotype pro-inflammatoire M¢-1. Les cellules T24 ont été prétraitées avec
du DMSO ou AL-549 & 30 uM pendant 30 minutes. Pour chaque traitement, une
suspension des cellules T24 (35x10° cellules/insert) dans du RPMI 0% FBS a alors été
déposée par-dessus un filtre contenant du Matrigel et le filtre déposé a I’intérieur d’un
puits de plaque de culture contenant de macrophages M0 ou M¢-1. Apres 48 h
d’incubation, le Matrigel a été enlevé, les filtres ont été lavés avec du PBS et les cellules
ont ensuite été fixées a I’aide de formaldéhyde pendant 15 minutes a température piece.
Les filtres ont été décollés de I’insert et montés sur une lame d’histologie avec du ProLong
Glass (Thermo Fisher) et du Hoeschst (dilution 1:8000). Finalement, les cellules T24

invasives ont été comptées au microscope fluorescent inverse.
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2.6 Test de motilité « Scratch »

Ce test mime la réparation d’une blessure par motilité¢ cellulaire (Menon, Ronkina,
Schwermann, Kotlyarov et Gaestel, 2009). Lors de cette expérience, les cellules T24
(75x10° cellules/puit) ont ét€ mises en plaque et 24 h plus tard, a I’aide d”un embout p200,
une ligne droite a été tracée, comme précédemment décrit (Dallagi et al., 2015; Hamelin-
Morrissette et al., 2015). Les cellules T24 ont alors été prétraitées avec du DMSO comme
témoin ou AL-549 a 10 uM pendant 1 h et par la suite activées avec du IL-6 (100 ng/mL).
Pour déterminer le niveau de migration a I’intérieur de la zone absente de cellules
(blessure), des photos ont été prises au temps 0 et 24 h avec un microscope fluorescent

invers¢. (Figure 3.4)

2.7 Test de prolifération/survie cellulaire par MTT

Le test de prolifération cellulaire au MTT permet de déterminer I’activité
mitochondriale. De maniere relative, il permet également de déterminé le nombre de
cellules vivantes dans un puits de plaque de culture sous diverses conditions grace a une
courbe de tendance pré-déterminée. Elle a été réalisée comme décrit précédemment
(Hamelin-Morrissette et al., 2015). En bref, les cellules MB49-1 (50x10° cellules/puit) ont
été prétraitées avec du DMSO ou les DABs a différentes concentrations pendant 1 heure
et ensuite, elles ont été remises dans un milieu de culture de base RPMI 5 % FBS pendant
18 heures. Pour évaluer le nombre de cellules de chaque puits, 10 uL d’une solution de 5
mg/mL de sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl
tétrazolium) a €t€ ajouté a chaque puits. Le réactif a alors ét€ réduit par la succinate
déshydrogénase des mitochondries en formazan. Aprés 3 heures d’incubation a 37°C, le
milieu de culture a été aspiré et remplacé par une solution a base d’isopropanol afin de
dissoudre le précipité de formazan. La densité optique a été évaluée a 1’aide d’un

spectrophotometre a 580 nm. (Figure 3.8)
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2.8 Modéle de tumeur de cancer murin de la vessie

Pour ce qui est du modele de croissance tumorale in vivo, il a été développé en
injectant les cellules du CUV murin MB49-1(2,3 x10° dans 100 pL de PBS) par voie sous-
cutanée au niveau du flanc des souris male C57BL/6J. Soulignons que le modele
orthotopique a été développé, mais di au grand nombre d’échecs de développement
tumoral, il n’a pas ¢té utilisé dans cette expérience. Par la suite, 7 jours suivant
I’inoculation, trois groupes de 10 souris portant des tumeurs MB49-1 ont regu chacun par
voie intra-péritonéale, une injection d’une solution de PBS, d’AL-549 ou de ML-28,
toutes les deux a une concentration de 150 uM. Les injections ont été répétées a tous les
2-3 jours. Les mesures du poids des souris, a [’aide d’une balance, et du volume des
tumeurs, a I’aide d’un micrométre, ont été effectuée a tous les 2-3 jours. Au jour 21 suivant
I’inoculation des cellules tumorales, les souris ont été euthanasiées et certains organes et

les tumeurs ont été¢ disséqués et conservés dans la formaline tamponnée a 10%.

2.9 Coloration HES

Une coloration hématoxyline-€osine-safran (HES) a été effectuée sur des coupes
histologiques de différents organes et tumeurs de souris comme décrit précédemment
(Chan, 2014). Les organes et tumeurs récoltés ont d’abord été mis dans un circulateur
possédant 14 bains afin de déshydrater, €claircir et imprégner les tissus. Les 10 premiers
bains se font a 37 °C et durent entre 30 minutes et 2 h. Les premieres 7 étapes servent alors
a la déshydratation des organes de maniére croissante a I’aide d’alcool de 70 a 100% tandis
que les trois derniers sont composé€s de xylene afin d’éclaircir les organes. Les 4 derniers
bains servent a imprégner graduellement les tissus avec une solution de paraffine,
maintenue a 60 °C. La prochaine étape est I’inclusion et elle consiste a enrober de paraffine
les organes imprégnés dans un moule. Une fois les moules formés, on procéde a la coupe
des tissus au microtome a une épaisseur de 5 um. Chaque tranche de tissus est alors
submergée successivement dans un bain d’alcool et d’eau, tempérée a 65°C afin de

permettre la fixation sur la lame de verre.
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Enfin, la coloration trichromatique HES consiste a plonger les lames d’histologie
selon des moments précis dans différentes solutions. Les trois premiers bains sont
composés de xyléne afin d’enlever le surplus de paraffine. Les 5 prochains bains sont
formés d’alcool de 100% a 70% afin d’enlever progressivement les résidus de xyléne.
Ensuite, la coloration a I’hématoxyline, qui dure deux minutes, est précédée et suivie d’un
ringage a I’eau courante. Par la suite, un trempage a [’eau ammoniacale va permettre a la
coloration d’hématoxyline de devenir bleu. Apres un ringage a 1’eau courante, il y a une
étape de coloration a I’éosine d’une durée d’environ 4 minutes, suivie d’un ringage a I’eau
courante. Avant I’étape de coloration au safran, les lames sont déshydratées dans un bain
d’alcool a 100%. La coloration au safran dure environ 10 minutes et sera responsable de
la coloration jaunatre. Pour bien fixer les colorations, un bain a I’alcool 100% et un autre
de xylene sont effectués. Finalement, la derniére étape consiste a déposer environ 10 ulL
de permount (ThermoFisher) pour fixer une lamelle a chaque lame d’histologie, comme

décrit (Cardiff, Miller et Munn, 2014).

L’hématoxyline donne la coloration bleutée dans les noyaux. Cette coloration bleue
du noyau est due au caractére cationique de 1’hématoxyline, qui se lie donc aux éléments
négatifs du noyau tel que les acides nucléiques (Chan, 2014). L’éosine, qui donne une
coloration rosée, est un colorant anionique qui se lie alors aux éléments du cytoplasme
chargés positivement (Cardiff et al., 2014). En réagissant avec le collagéne contenu dans
les différents types de tissus conjonctifs, le safran, lui, donnera une coloration jaunitre a
chaque coupe de tissu montée sur la lame d’histologie (Cribier et Grosshans, 1995).

(Figure 3.13)
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2.10 Analyse statistique

A I’exception des études in vivo, les résultats pour tous les tests mentionnés
proviennent de 3 expériences indépendantes et correspondent a la moyenne + ’écart type.
Les résultats ont été analysés par la méthode one-way ANOVA suivie du test Bonferonni
en utilisant le logiciel PRISM 7 (GraphPad, San Diego, CA). En utilisant un intervalle de
confiance de 95%, une valeur de p plus petite que 0,05 indique statistiquement une

différence significative.



CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 L’effet modulatoire d’AL-549 sur la voie de signalisation TNFa/NFkB et son
impact au niveau de la régulation du systéeme iNOS/NO dans les cellules
MB49-1 et T24

L’activation de la voie de signalisation pro-inflammatoire TNFa/NF«kB, via la
phosphorylation d’[kp, chez le CUV, est un facteur déterminant lors de I’initiation et de
la progression tumorale (Sui et al., 2017; Thompson et al., 2015). Cette voie a donc été
investiguée chez nos modeles de CUV murin MB49-I et de CUV humain T24 apres un
prétraitement avec AL-549 (Figure 3.1). Autant dans les cellules MB49-1 que dans les
cellules T24, nous n’avons observé pratiquement aucune phosphorylation d’Ikp dans les
cellules témoins non activées avec TNFa. Par contre, une forte phosphorylation d’IxB a
ét€ observée lors d’une activation au TNFa de S minutes a 50 ng/mL. Une inhibition faible
mais significative de la phosphorylation d’IkP a été observée avec des prétraitements de
30 minutes avec AL-549 a 10 puM. Une inhibition pratiquement complete de la
phosphorylation est également observable lorsque les cellules ont été prétraitées avec AL-

549 a une dose de 30 pM.

Par la suite, comme le démontre la Figure 3.2 a, une augmentation importante de
I’expression protéique d’iNOS est induite dans les cellules MB49-1 par une activation
avec TNFa (50 ng/mL) pendant 48 h. Pour étre capable d’établir un lien entre ’expression
d’iNOS et la concentration de NO, un test au réactif de Griess a €t€ effectué (Figure 3.2
b). Pour ce qui est du test de la concentration en NO, une activation au TNFa (50 ng/mL)
pendant 24 h a été effectuée. Nos résultats indiquent une concentration basale en NO
d’environ 11 pM dans les cellules témoins prétraitées avec du DMSO et activées avec du

PBS. Par contre, dans les cellules prétraitées avec du DMSO et activées avec du TNFa,
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une concentration en NO aux alentours de 40 pM a ét¢ notée. Tout comme [’analyse
d’expression d’iNOS, lorsque les cellules sont prétraitées pendant 30 minutes avec AL-
549, on observe non seulement une inhibition de la production de NO dans les cellules
témoins non activées, mais également dans les cellules activées avec du TNFa. Ainsi,
méme les cellules activées et prétraitées expriment un niveau de NO en dessous du niveau

basal des cellules témoins (Figure 3.2 b).
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Figure 3.1 La modulation d’AL-549 sur la phosphorylation d’Ikp induit par TNFa dans
les cellules du CUV murin MB49-1 et du CUV humain T24.

Les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou AL-549 uM pendant 30 minutes et ensuite activées
pendant 5 minutes avec du PBS et du TNFa (25 ng/mL). L’immunodétection de ces molécules a été faite
en utilisant les anticorps anti-p-Ixp. a) Les cellules MB49-1. b) Les cellules T24. Les résultats sont une
moyenne + €cart type de trois expériences indépendantes et les blots sont représentatifs de celles-ci.
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Figure 3.2 L’impact d’AL-549 sur la régulation du systéme iNOS/NO induit par TNFa dans les
cellules MB49-1.

Les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou AL-549 a 30 uM pendant 30 minutes et ensuite
activées avec du PBS, TNFa (50 ng/mL) 48h pour mesurer [’expression d’iNOS et pendant 24h pour la
concentration en NO. L immunodétection et le test de réactifs de Griess montrent que le AL-549 inhibe
I’expression de a) INOS et b) de NO comparativement aux cellules non prétraitées. Les résultats sont une
moyenne + écart type de trois expériences indépendantes et les blots sont représentatifs de celles-ci.

Le test d’expression de la luciférase sous le controle du facteur de transcription
NFkB a été effectué pour confirmer non seulement 1’activité inhibitrice d’AL-549 sur la
voie de signalisation TNFa/NFkB, mais ¢galement au niveau de la régulation de
I’expression génique induite par NFkB. Les cellules MB49-I transfectées avec le vecteur
NFkB-Luciférase ont été prétraitées avec du DMSO ou AL-549 a 10 et 30 uM et ensuite
activées avec TNFa a 10 et 50 ng/mL avant de pouvoir quantifier [’activité de la luciférase
(Figure 3.3). Les résultats de ce test démontrent qu’il y a une activité¢ importante de la
transcription du gene de la luciférase au niveau de cellules témoins prétraitées avec du
DMSO mais nettement rehaussée de fagon dose-dépendante dans les cellules activées avec
du TNFa. De plus, cette analyse démontre d’une part ’effet inhibiteur d’AL-549 a une
dose de 10 uM sur Pactivité de la transcription du géne de la luciférase induite par une
activation avec du TNFa a 50 ng/mL. Encore plus important, nos résultats démontrent
qu’AL-549 a une dose de 30 uM induit une forte inhibition de la transcription du gene de
la luciférase non seulement dans les cellules témoins prétraitées avec du DMSO mais
¢galement dans les cellules activées avec du TNFa, ramenant dans toutes les cellules une

activité de la luciférase en dessous du niveau basal.
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Figure 3.3 L’effet modulatoire d’AL-549 au niveau de P’activation de la voie TNFa/NFxB

dans les cellules MB49-1.

Les cellules ont été transfectées avec un vecteur NFxB-Luciférase. Elles ont été prétraitées avec du
DMSO ou AL-549 a 10 ou 30 uM pour 30 minutes et ensuite activées avec du PBS ou TNFa pendant 24h.
Ces résultats montrent qu’AL-549 inhibe efficacement ’expression et [’activité de la luciférase induite a la
suite d’activation de NFxB par TNFa. Les résultats sont une moyenne + écart type de trois expériences
indépendantes.

3.2 L’action d’AL-549 sur ’activité invasive des cellules humaines T24 du cancer
de la vessie

Des publications antérieures ont rapporté que I’augmentation du pouvoir invasif des
cellules tumorales co-cultivées avec des macrophages M¢-1 dépend de la production de
TNFa et de la régulation a la hausse de la synthése de métalloprotéases matricielles induite
par le TNFo (Hagemann et al., 2004; Hagemann et al., 2005). Ainsi, comme le TNFq est
fortement exprimé par les macrophages M¢-1, nous avons démontré que le blocage du
récepteur de TNFa, le TNF-R1, dans les cocultures de cellules T24/macrophages M¢-1
réduisait les capacités invasives des cellules T24, suggérant que les interactions
TNFo/TNF-R1 sont nécessaires pour soutenir le caractere invasif des cellules T24. Ainsi,
comme nous ’avons décrit précédemment, nous avons constaté que le caractére invasif
des cellules T24 était significativement accru lorsque co-incubées avec les macrophages
Mo-1. Par contre, lorsque les cellules ont été prétraitées avec AL-549 a 30 uM, une

inhibition significative en dessous du niveau basal est observée (Figure 3.4).
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Figure 3.4 Activité inhibitrice d’AL-549 sur Pinvasion des cellules T24 en coculture avec les

macrophages.

Les cellules T24 ont été prétraitées avec du DMSO ou AL-549 a 30 pM pour 30 minutes.
L’invasion des cellules T24 induite par la présence des macrophages M¢-1 a ¢té inhibée efficacement par
un prétraitement avec AL-549 a 30 pM. Les résultats sont une moyenne + écart type de trois expériences
indépendantes.

3.3 L’impact d’AL-549 sur la voie de signalisation IL-6/STAT3 et de son effet sur
la mobilité cellulaire des T24

L’activation de la voie de signalisation pro-inflammatoire [L-6/STAT3 dans les
tumeurs du CUV est une des nombreuses caractéristiques déterminant 1’agressivite
tumorale (Sut et al., 2017; Thompson et al., 2015). Tout comme TNFo/NF«B, cette voie
a également été investiguée dans les cellules MB49-1 et T24 a la suite d’un prétraitement
avec AL-549 (Figure 3.5). Autant dans les cellules MB49-1 que les cellules T24, nous
avons observé une phosphorylation pratiquement nulle de STAT3 dans les cellules
témoins non activées par IL-6. Par la suite, une forte phosphorylation de STAT3 est
observée lors d’une activation de 15 minutes avec [L-6 a 100 ng/mL. Une inhibition
significative de la phosphorylation de STAT3 est observable dans les deux modeles

cellulaires avec des prétraitements de 30 minutes avec AL-549 a 10 uM. De plus, une
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inhibition pratiquement compléte de la phosphorylation est observable lorsque les cellules
ont été prétraitées avec AL-549 a 30 uM.
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Figure 3.5 Effet modulatoire d’AL-549 sur la voie de signalisation IL-6/STAT3 dans les
cellules MB49-1 et T24.

Les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou AL-549 a 10 ou 30 pM pendant 30 minutes et
ensuite activées pendant 15 minutes avec du PBS ou [L-6 (100 ng/mL). AL-549 inhibe efficacement la voie
de signalisation [L-6/STAT3 chez les cellules T24 et les MB49-1. L immunodétection a été effectuée avec
des anticorps anti-phospho-STAT3 et anti-STAT3. a) Les cellules MB49-1. b) Les cellules T24. Les
résultats sont une moyenne + écart type de trois expériences indépendantes et les blots sont représentatifs
de celles-ci.

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action d’AL-549 sur [’activation de la
voie de signalisation IL-6/STAT3, nous avons procédé a un test de motilité cellulaire
induite par [L-6 dans les cellules T24. Les cellules T24 en culture ont donc €té prétraitées
avec du DMSO ou AL-549 a 10 uM pendant 30 minutes avant la création d’une «blessure»
a travers la monocouche cellulaire. Elles ont ensuite €t€ activées avec du PBS ou [L-6 a
100 ng/mL pendant 48h (Figure 3.6). Les images de blessures prises au temps 0 indique
que les zones absentes de cellules sont toutes de tailles comparables. Par contre, 48 h plus
tard des différences importantes sont notables; la premiere colonne montre que sans
activation a I’1L-6 la blessure s’est refermée I€gerement; la deuxieéme colonne montre que

les cellules ont pratiquement recouvert la blessure a la suite d’une activation avec IL-6 a
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100 ng/mL; la derniere colonne démontre qu’un prétraitement avec AL-549 a 10 uM
pendant 30 minutes induit un arrét de la motilité¢ des cellules T24, il est capable d’inhiber

la mobilité cellulaire comparable a nos cellules T24 non activées par [L-6.
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Figure 3.6 Effet modulatoire d’AL-549 sur la motilité induite par IL-6 dans les cellules T24 du
cancer humain du CUV,
Les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou AL-549 a 10 pM pendant 30 minutes et ensuite
activées pendant 48 heures avec du PBS ou IL-6 (100 ng/mL). Les résultats sont une moyenne + écart type
de trois expériences indépendantes.

3.4 Etude comparative de I’activité anti-inflammatoire d’AL-549 avec certaines
DABs de 2e génération via la mesure de production en NO

Afin d’atteindre notre second objectif, soit celui de trouver un DAB plus efficace
qu’AL-549, nous avons commencé par comparer I’efficacité des différents DABs
synthétisés a inhiber la production de NO par les cellules MB49-1. Les cellules ont d’abord
été prétraitées pendant 30 minutes avec du DMSO ou avec AL-549, ML-28, ML-19,
ML-31E ou ML-31B a des doses de 10 ou 30 uM (Figure 3.7). Par la suite, les cellules
ont été activées avec de I’'INFy a 25 ng/mL et du LPS & 100 ng/mL. Afin de normaliser
les valeurs de concentration en NO obtenues a chaque expérience, et tenir compte de cette
variabilité, nous avons considéré la production en NO des cellules témoins activées

comme le point de référence en lui attribuant la valeur de 100 %. Les résultats rapportés
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a la Figure 3.7 indiquent, d’une part, que les molécules ML-19, ML-31E et ML-31B sont
moins efficaces que les molécules AL-549 et ML-28 & inhiber la production en NO et ce,
méme a une dose de 30 uM. D’autre part, nos analyses statistiques indiquent que la
molécule ML-28 inhibe significativement la production de NO de manicre similaire sinon

plus efficace qu”AL-549.
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Figure 3.7 Production en NO induit par des signaux inflammatoires dans les cellules

MB49-1 prétraitées ou non avec différents DABs.
Les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou des DABs a 10 ou 30 uM pendant 30 minutes et
ensuite activées avec du PBS ou de I'INFy a 25 ng/mL et du LPS a 100 ng/mL. Les résultats sont une
moyenne F écart type de trois expériences indépendantes.

3.5 Effets des DABs sur la cytotoxicité des cellules MB49-1

Afin de déterminer si la molécule ML-28 était moins cytotoxique qu’AL-549, un
test de prolifération cellulaire a été effectué (Figure 3.8). La procédure pour ce test
consistait tout d’abord a effectuer un prétraitement pendant 1 h avec du DMSO, AL-549
ou ML-28 a des concentrations fixes de 20, 30, 40 et SO uM. Les tests de MTT ont été
effectués aprés 24h d’incubation. Comme pour le test de NO, nous avons considéré la
viabilité des cellules témoins traitées avec le DMSO comme le point de référence en lui
attribuant la valeur de 100 %. Nos résultats démontrent que ML-28, méme a une

concentration de 50 uM, est beaucoup moins cytotoxique, le nombre de cellules vivantes
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étant plus élevée comparativement aux cellules prétraitées avec AL-549 (88 % versus 65
%). Cette différence entre les deux prétraitements est méme tres significative a partir d’une

dose de 20 uM (99 % versus 87 %).

MB49-I
0 120
L) - «
2 100 —  —
—— ] =
o< [l Tl e
gy 80
38
3L 60 m AL-549
Q ©
g = 40 OML-28
8
E 20
=
0
0 20 30 40 50
Prétraitement (uM)
Figure 3.8 Le % de cellules viables par rapport au type de prétraitement selon

différentes concentrations de DABs chez les MB49-1.
Les cellules ont ét¢ prétraitées avec du PBS ou des DABs a 20, 30, 40 ou 50 uM pendant 1 heure.
Les résultats sont une moyenne + écart type de trois expériences indépendantes et les blots sont

représentatifs de celles-ci.

3.6 Vérification de la capacité inhibitrice de ML-28 sur P’activation des voies de
signalisation TNFa/NFkB et IL-6/STAT3 dans les cellules murines (MB49-1) et
humaines (5637) du cancer de la vessie

Puisque parmi les DABs de 2° génération, ML-28 s’est avéré moins toxique mais
plus efficace a inhiber la production de NO, nous nous sommes proposés de déterminer
son effet régulateur sur la phosphorylation d’Ikp et de STAT3. Pour le second objectif,
c’est plutot les 5637 qui ont €té utilisées comme modele cellulaire humain du CUV. Pour
ce qui est de la phosphorylation d’[kf, les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou
du ML-28 4 10 et 30 uM pendant 30 minutes, avant d’étre activées avec du PBS ou du
TNFa a 50 ng/mL (Figure 3.9). Nos résultats indiquent que ML-28, a une dose de 10 uM,

inhibe faiblement mais de maniére significative la phosphorylation d’Ikp. L’effet
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inhibiteur de ML-28 est plus évident a une dose de 30 uM, avec un niveau d’inhibition de

prés de 95 % sur les cellules MB49-1 et de 50 % sur les cellplpsaifgg 23 1
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Figure 3.9 ‘La modulation de ML-28 sur la phosphorylation d’l1kp induit par TNFa
dans les cellules du CUV murin MB49-1 et du CUV humain 5637.

Les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou ML-28 & 10 ou 30 uM pendant 30 minutes
et ensuite activées pendant 5> minutes avec du PBS ou TNFa (50 ng/mL). L’ immunodétection de ces
molécules a été faite en utilisant les anticorps anti-p-Ikp et anti-B-actine. a) Les cellules MB49- b)
Les cellules 5637. Les résultats sont une moyenne + écart type de trois expériences indépendantes

et les blots sont représentatifs de celles-ci.

Dans une deuxieme série d’expériences, nous avons évalué 1’effet de ML-28 sur
I’activation de la voie de signalisation IL-6/STAT3. Les cellules ont donc €t€ prétraitées
avec du DMSO ou du ML-28 a 10 et 30 uM pendant 30 minutes, avant d’€tre activées
avec du PBS ou de I’'[L-6 a4 100 ng/mL. Tel que montré a la Figure 3.10, ML-28 exerce
un effet inhibiteur sur la phosphorylation de STAT3 similaire a celul sur la
phosphorylation d’[kP : a une dose de 10 uM, ML-28 inhibe faiblement mais de manicre
significative la phosphorylation d’IkB. Par contre, a une dose de 30 uM, le niveau

d’inhibition a été évalué a 95 % sur les cellules MB49-1 et 4 85 % sur les cellules 5637.
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Figure 3.10 Effet modulatoire de ML-28 sur la voie de signalisation [L-6/STAT3
dans les cellules MB49-1 et 5637.

Les cellules ont été prétraitées avec du DMSO ou ML-28 4 10 ou 30 uM pendant 30
minutes et ensuite activées pendant 15 minutes avec du PBS ou IL-6 (100 ng/mL).
L’immunodétection a été effectuée avec des anticorps anti-phospho-STAT3 et anti-STATS3.
a) Les cellules MB49-1. b) Les cellules 5637. Les résultats sont une moyenne + €cart type de
trois expériences indépendantes et les blots sont représentatifs de celles-ci.

Etude comparative de Pactivité inhibitrice d’AL-549 avec ML-28 sur la
croissance des tumeurs dérivées des cellules MB49-1 implantées de facon
ectopique sur les flancs des souris CS7BL/6J

Apres avoir validé son potentiel anticancéreux a I’aide des modéles in vitro, une

validation de son potentiel anticancéreux in vivo était de mise. La molécule ML-28 a donc

€t€ injectée par voie intra-péritonéale a une concentration de 150 uM, tout comme AL-

549, de maniere périodique 7 jours suivant I’inoculation du cancer. Cette expérience a €té

effectuée afin de pouvoir comparer, de maniere quantitative, ’effet de ces deux DABs sur

un modeéle animal.

Les souris (n=30) ont été euthanasiées 21 jours apres I’inoculation et leurs organes

et tumeurs ont été récoltés. Les résultats obtenus montrent une baisse du volume tumoral

d’un peu plus de 2000 mm? entre les souris du groupe contrdle et celles traitées avec AL-
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549. De plus, il y a une baisse supplémentaire d’environ 200 mm® aprés 20 jours

d’inoculation entre AL-549 et ML-28 (Figure 3.11).
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Figure 3.11 Volume tumoral de tumeurs MB49-1 ectopiques chez les souris

C57BL/6J traitées ou non avec AL-549 ou ML-28.
Les souris (n=10) ont été inoculées avec 2,3 x10° cellules de MB49-I au niveau du flanc.

Aprés 4 jours, elles ont €t€ traitées avec du PBS, AL-549 ou ML-28 a 150 uM. Les injections ont
été répétées aux jours 7, 10, 14, 17 et 21. Le volume tumoral a été noté au jour 6, 10, 14, 18 et
20. Les résultats sont une moyenne t €cart type de 10 souris par condition.

De maniére macroscopique, il nous était possible d’observer le nombre de
métastases ayant proliféré sur les poumons (Figure 3.12). Sur le résultat présenté, c’est
Il métastases pulmonaires que ’on a retrouvées sur les poumons d’une des souris
contrdles (n=10). Pour ce qui est des souris traitées avec soit AL-549 (n=10) ou ML-28
(n=10) a 150 uM, aucune métastase pulmonaire n’était visible a I’ceil nu comme le

montrent les photos suivantes.
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Figure 3.12 Poumons de souris C57BL/6J portant des tumeurs MB49-[ ectopiques et
traitée ou non avec AL-549 ou ML-28.
Les souris (n=10) ont été inoculées avec 2,3 x10° cellules de MB49-I au niveau du flanc. Aprés
4 jours, elles ont €té traitées avec du PBS, AL-549 ou ML-28 a 150 pM. Les injections ont €té répétées
aux jours 7, 10, 14, 17 et 21. Vue macroscopique de métastases a la surface de poumons du groupe
contrdle et du groupe de souris traitées.

Par la suite, toujours au niveau de la méme expérience, une coloration HES a été
effectuée avec les poumons des souris pour tenter d’observer, cette fois-ci, les métastases
a I’aide d’un microscope (Figure 3.13). Avec un grossissement de 40x, il a €té possible
d’observer au moins deux foyers métastatiques avec une simple prise de vue d’un poumon
d’une souris du groupe témoin. Pour ce qui est des souris traitées avec AL-549 a 150 uM,
aucune métastase pulmonaire n’a ét€¢ découverte comme les résultats précédemment
obtenus. De fagon similaire, les souris traitées avec ML-28 a 150 pM ne présentaient

également aucun foyer, comme le démontre les photos présentées a la Figure 3.13.
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Figure 3.13 Coloration HES des poumons de souris CS7BL/6J portant des tumeurs

MB49-1 ectopiques et traitées ou non avec AL-549 ou ML-28.
Les souris (n=10) ont été inoculées avec 2,3 x10° cellules de MB49-I au niveau du flanc. Aprés 4

jours, elles ont été traitées avec du PBS, AL-549 ou ML-28 a 150 uM. Les injections ont ét¢ répétées aux
jours 7, 10, 14, 17 et 21. Vue microscopique de poumons du groupe contrdle et des groupes de souris traitées.

[l est important de noter que préalablement a ces tests, une expérience consistant
a déterminer la toxicité des molécules AL-549 et ML-28 dans notre modele in vivo de
souris C57BL/6J a été effectuée. Effectivement, les foies des souris C57BL/6J ont été
récoltés dans le but de détecter ou non la présence de cellules hépatiques affectées par nos
molécules (Figure 3.14). L’analyse de ces coupes histologiques démontre qu’il n’y a eu
aucune altération des cellules hépatiques, et ce, méme & une concentration de 150 uM.
Nous avons donc pu conclure, grice au test in vivo, que la molécule ML-28 épargne les
cellules hépatocytaires et possede un pouvoir anticancéreux légerement plus efficace

qu’AL-549.
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Figure 3.14 Coloration HES des foies de souris C57BL/6J portant des tumeurs MB49-1
ectopiques et traitées ou non avec AL-349 ou ML-28.
Le foie de chaque souris a €té récupéré a la fin des traitements avec du PBS ou avec AL-549 ou
ML-28 a 150 uM. Vue microscopique de coupes histologiques du tissu hépatiques du groupe témoin et ds
groupes de souris traitées.



CHAPITRE 1V

DISCUSSION

Encore aujourd’hut, avec des taux de récurrence et de progression tres élevés, le
CUV est un des cancers les plus difficiles a traiter (Canadian Cancer Statistics 2019). Les
mécanismes exacts de la récurrence et de la progression vers des tumeurs de CUV
hautement agressives n’étant pas encore bien compris, trés peu d’alternatives
thérapeutiques ont été développées au cours des deux dernieres décennies (Carballido et
Rosenberg, 2014). Les traitements actuellement utilisés sont en général la chirurgie, le
vaccin BCG, la chimiothérapie et la radiothérapie (DeGeorge et al., 2017).
Malheureusement, aucun traitement visant spécifiquement cette récurrence n’a encore fait
ses preuves. La présente étude avait donc pour but de confirmer le potentiel anticancéreux
des DABs en visant la boucle d’activation inflammatoire du CUV humain et murin. Suite
aux différentes expérimentations, des résultats trés intéressants ont été obtenus dans la
perspective d’utilisation de DABs comme traitement alternatif contre le cancer. Parmi
ceux-cl, mentionnons rapidement I’inhibition des quelques processus primordiaux au
développement tumoral (Gakis, 2014; Lin, Chen, Ye et Zhu, 2003), soit la production de
NO par iNOS dans les cellules murines MB49-1, ainsi que I’invasion et la motilité¢ dans

les cellules humaines T24.

Comme dans plusieurs autres types de cancer, ce sont les infections et les irritants
du milieu vésical, entre autres, qui entrainent une TEM au sein de I’urothélium (Sun et al.,
2017). Cette TEM permet !’initiation tumorale et puisque le processus d’inflammation
chronique se poursuit, la progression tumorale s’ensuit. Cette progression serait permise,
entre autres, grace aux nombreux facteurs pro-inflammatoires surexprimés par les

leucocytes intra-tumoraux. Parmi ceux-ci notons les cytokines IL-6 et TNFa qui
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participent activement a la boucle d’activation en activant les facteurs de transcriptions
STAT3 et NFkB, respectivement, qui vont a leur tour activer I’expression d’1L-6 et TNFa
(Thompson et al., 2015). Ces cytokines vont ainsi favoriser I’expression d’iNOS et par le

fait méme I’angiogenese, la motilité et la migration tumorales.

Puisque la validation du potentiel thérapeutique de DABs avait été préalablement
effectuée (Hamelin-Morrissette et al., 2015), les conditions optimales pour les tests de
voie de signalisation avaient déja été optimisées. Cette étude démontrait clairement 1’effet
anti-inflammatoire d’AL-549, un dérivé du PABA, dans certains modéles tumoraux et
macrophagiques in vitro. De plus, en établissant un lien clair entre le développement
tumoral et I’inflammation chronique au niveau vésical, I’évaluation du potentiel
anticancéreux de ce DABs était de mise. Cette méme étude a démontré que la dose
optimale de DAB-1 pour les expériences in vitro était de 30 pM. A cette dose, DAB-]
inhibe efficacement la production de NO et ['activation de certaines voies pro-
inflammatoires (Hamelin-Morrissette, J., et al. 2015). Nous avons décidé d'utiliser une
concentration dix fois plus concentrée et donc, nous avons utilisé 300 pM comme dose
maximale pour les études in vivo. L’étude de toxicité aigiie a démontré que DAB-1 a 300
uM n’affecte pas la viabilité ni le développement normal de souris (Girouard et al., 2019).
A 150 1M, DAB-1 inhibe efficacement la croissance tumorale, la formation de métastases
et le taux de mortalité des souris porteuses de tumeurs du cancer de la vessie ectopiques

et orthotopiques.

La premiére section des résultats consistait a I’élucidation du mécanisme d’action
d’AL-549 a ’aide des modeéles humains et murins du CUV. Pour ce faire, nous avons
commencé par effectuer des tests d’immunobuvardage par Western Blot pour pouvoir
observer I’impact de DABs sur la phosphorylation de la protéine k(3 induite par TNFa.
Nous avons pu constater qu’effectivement AL-549 a 10 pM inhibait déja de maniére
significative la phosphorylation d’Ixf autant dans les modeles cellulaires murins que les
modeles humains du CUV. De plus, une tendance a €té observée tout au long des

expériences; dans la condition ou les cellules ont été prétraitées avec des DABS a 30 pM,
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on peut remarquer une légere baisse de la protéine de référence. Ce phénomene pourrait
étre dii a une baisse de la prolifération cellulaire causée par les DABs. Par la suite, toujours
dans I’optique de comprendre la ou les cibles d’AL-549, un test de quantification de NO
a €té effectué. Rappelons que le NO est un médiateur pro-inflammatoire importan
favorisant I’angiogenése (Viallard et Larrivee, 2017). Celui-ci est retrouvé de maniére
anormalement élevé chez environ 50% des patients atteints du cancer de la vessie (Sandes
etal., 2012). Le test de NO nous démontre clairement qu’AL-549 est capable d’inhiber sa
production, et ce d’une maniere a abaisser son niveau en dessous du niveau basal. Puisque
le NO peut étre produit par d’autres isoformes que iNOS, soit eNOS et nNOS, il était
nécessaire d’étudier I’expression d’INOS dans notre modele et ’effet d’ AL-549 sur celui-
ci. L’expression des autres isoformes n’a pas été étudiée car elles ne sont pas exprimées
par les cellules MB49-1 (Lodillinsky et al., 2009). Ainsi, il nous a été possible d’observer
une baisse de I’expression d’iNOS dans les cellules MB49-1 a une dose de 30 uM. Cette
baisse de I’expression d’iNOS concorde donc avec la baisse de I’expression de NO.
Finalement, toujours dans la méme section, les cellules MB49-1 ont été transfectées avec
le vecteur « PathDetect NFkB cis-reporting system » I’effet régulateur d’AL-549 sur la
voie de signalisation TNFa/NFkB et Pactivité transcriptionnelle. De ce test, plusieurs
¢léments en ont été tirés. Nous avons observé que méme sans activation il y a une activité
transcriptionnelle importante de NFkB et qu’AL-549 est capable d’inhiber cette activité
méme en dessous du niveau basal. Ces différents tests nous ont permis d’apporter quelques
clarifications comme le fait que si AL-549 est capable d’inhiber la luminescence induite
par la luciférase en présence de TNFa, cela suggere fortement que cette molécule pourrait
agir en amont de la transcription induite par NFxB, notamment en inhibant 1kB. De plus
le fait qu”’AL-549 soit capable d’inhiber I’expression d’iINOS a un niveau inférieur au
niveau basal suggere qu’elle pourrait agir selon plusieurs mécanismes et sur différentes
cibles moléculaires. Effectivement, si I’effet inhibiteur d’AL-549 était exercé seulement
en amont de la transcription induite par NFKB, nous devrions observer un niveau
d’inhibition comparable a I’échantillon des cellules témoins de maniére a seulement
renverser |’effet que 1’activation procure. Nous observons plutdt une activité qui renverse
non seulement ’activation, mais également qui inhibe I’expression constitutive. Cela

suggere fortement que I’effet inhibiteur d’AL-549 pourrait également s’exercer sur la
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dimérisation de NFkB, le transport de NFxB vers le noyau ou bien sur le domaine de

liaison a ’ADN de NFkB (Balkwill, 2006).

Par la suite, toujours en lien avec la voie de signalisation TNFa/NFkB, I’invasion
des cellules T24 a été étudiée puisque nous avons déja démontré que I'invasion des cellules
T24 est favorisé par des signaux pro-inflammatoires provenant des macrophages M¢-1,
via un mécanisme dépendant de I’interaction de TNFa avec son récepteur, TNFRI
(Dufresne et al., 2011). De plus, TNFa induit fortement I’expression de la Gélatinase B
(Tang et al.,, 2017), une protéine impliquée dans la dégradation de la matrice
extracellulaire, favorisant ainsi I’invasion des cellules tumorales (Gong et al., 2016). Ce
test nous a permis d’observer plusieurs phénomenes. Premi¢rement, nous avons constaté
que les cellules T24 ont un niveau d’activité invasive assez importante en présence de
macrophages MO non activés. Deuxi¢émement, les macrophages M¢-1 déposés dans la
chambre inférieure du montage (Transwell assay) ont bel et bien induit I’expression des
enzymes nécessaires a la dégradation matricielle. Troisiémement, le prétraitement avec
AL-549 a une dose de 30 uM des cellules T24 en co-culture avec des macrophages M¢-1
donne un résultat semblable a celui obtenu lorsqu’elles ont été co-incubées avec des
macrophages MO0. Cette expérience fut importante, car nous avons pu observer
concrétement le pouvoir inhibiteur d’AL-549 au niveau de ’activité invasive des cellules
T24 en interaction paracrine avec les macrophages M¢-1. D’autre part, il est aussi
important d’observer qu’AL-549 semble inhiber ou du moins ralentir, ’activité invasive

de ces cellules et non de les tuer, probablement en inhibant la communication cellulaire.

Toujours dans I’optique de mieux comprendre le mécanisme d’action d’AL-549,
son effet régulateur sur la voie de signalisation IL-6/STAT3 a ét¢ étudiée. Encore une fois
par Western Blot, dans les modéles humains et murins du CUV, la fluctuation du taux de
phosphorylation de p-STAT3 a pu étre établie. Nous avons pu constater qu’AL-549 a une
dose de 10 uM inhibait déja de maniere significative la phosphorylation de STAT3 autant
dans le modele cellulaire murin que le modele humain de CUV. Cette inhibition de la

phosphorylation de STAT3 devrait normalement empécher sa dimérisation et son
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transport vers le noyau et, par conséquent, inhiber la transcription des genes induits par
STAT3, notamment celle de la cytokine pro-inflammatoire [L-6 elle-méme (Chang et al.,

2013).

Tout comme le lien entre TNFua et I’invasion, I’inhibition de la voie de
signalisation [L-6STAT3 devait étre représentatif d’une caractéristique importante ou
développement tumoral; la motilité. Effectivement, la liaison entre IL-6 et son récepteur
active la transcription de plusieurs génes activant la motilité, comme par exemple la
vimentine (Chang et al., 2013; Liu, Lin, Tang et Wang, 2015). Dans un premier temps,
nous avons observé que les cellules T24 ont un taux de motilité assez important puisque
sans activation, 48 h suivant « la blessure », il y a une légére réparation de la blessure
indiquant un mouvement cellulaire. Dans un deuxieme temps, la motilité tumorale est
accentuée lorsque de I’[L-6 est ajouté aux conditions initiales. Finalement, lors de la
derniere condition expérimentale, les cellules cancéreuses ont €té prétraitées avec AL-549
et ’on peut observer un mouvement similaire a celui des cellules témoins. Ce résultat nous
permet de faire un lien entre I’effet inhibiteur moléculaire et cellulaire d’AL-549, de

maniére similaire & celui établi entre TNFa et I’invasion.

Pour ce qui est du deuxiéme objectif, il consistait a déterminer si certaines DABs
de deuxieme génération possédaient un pouvoir inhibiteur supérieur a AL-549 tout en
ayant un effet cytotoxique moindre a concentration égale. Comme mentionné plus haut,
nous voulons éviter I’effet cytotoxique puisque cela le rendrait comparable a I’effet plus
au moins sélectif des traitements de chimiothérapies ou radiothérapies. De plus, nous
voulons empécher de possibles dommages causés au tissu sain de la vessie, les organes

avoisinants et les organes de filtration comme le foie.

Premiérement, un test de quantification de la concentration en NO a été effectué
pour déterminer les DABs de deuxiéme génération les plus efficaces. La premicre

modification apportée a AL-549 a ét¢ effectuée au niveau du groupement cyclique de
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gauche pour produire la molécule appelée ML-19 (AL-549 hydrogéné), ou il y a eu
¢limination de la liaison double dans la structure du cycle. Le test a clairement démontré
que la production de NO n’était aucunement inhibée, méme a fortes doses, ce qui laisse
sous-entendre que cette double liaison est importante au niveau de I’activité d’AL-549.
Par la suite, des groupements acétyles ont été ajoutés pour produire les molécules
ML-31E (AL-549 mono-acétylé) et ML-31B (AL-549 di-acétylé). Ces ajouts semblent
avoir diminué le pouvoir inhibiteur d’AL-549 sur la production de NO. En effet, les
cellules MB49-I prétraitées avec celles-ci ont une production moins €levée en NO que les
cellules non prétraitées, mais I’inhibition demeure plus faible par rapport a celle exercée
par AL-549. Ceci nous laisse croire que la présence de ces groupements acétyles dans les
molécules ML-31E et ML-31B affecte négativement leur activité inhibitrice sur la
production de NO. Finalement, la derniere modification apportée fut réalisée au niveau de
la branche droite d’AL-549 pour produire la molécule dénommée ML-28 (AL-549
déprotégé et di-acétyl€). Les résultats obtenus avec la molécule ML-28 se sont avérés tres
intéressants car la concentration en NO dans les cellules MB49-] a été inhibée de maniere
significative et similaire 8 AL-549. De plus, a une concentration de 30 uM, ML-28 semble
étre plus efficace qu’AL-549 en inhibant a plus de 50 % la concentration initiale de NO.
Puisque parmi toutes les molécules de deuxiéme génération, c’est ML-28 qui sembla la

plus prometteuse, c’est avec celle-ci que nous avons continué le projet.

Deuxiémement, en ayant déterminé que ML-28 était la molécule de deuxi¢me
génération la plus efficace parmi les autres DABs, un test de cytotoxicité a été effectué.
Ce test a permis de comparer directement I’effet d’AL-549 et de ML-28 sur la viabilité
cellulaire de la lignée MB49-1. Les chiffres montrent un rapport en pourcentage de cellules
vivantes prétraitées par rapport aux cellules vivantes non prétraitées. Ce rapport nous
indique que pour les cellules prétraitées avec AL-549, le pourcentage de cellules viables
passe d’environ 85 % pour le t¢émoin, a environ 70 % dans les cellules traitées. 1l est
important de noter que pour ce test, la durée du prétraitement a €té allongée a une heure
au lieu de la demi-heure habituelle pour s’assurer de pouvoir observer des fluctuations.

Cette baisse progressive est représentative de nos tests préliminaires qui nous avaient



48

amenés a rechercher une molécule moins cytotoxique. Pour ce qui est de la molécule ML-
28, une tres légere baisse est observable passant de 100 % a environ 92 %. Ceci confirme
que ML-28 est moins toxique que la molécule initiale, AL-549. Il serait toutefois pertinent
d’évaluer la prolifération cellulaire avec des tests supplémentaires pour s’assurer qu’il n’y

a aucune compensation mitochondriale.

Par la suite, ML-28 a été testé avec le méme genre de test que lors du premier
objectif au niveau des voies de signalisation pour s’assurer qu’il possé€dait le méme
pouvoir inhibiteur qu’AL-549. Pour ce qui est de la voie de signalisation TNFa/NFkB,
une inhibition significative d’environ 25 % est notable a 10 uM de ML-28 chez notre
modele in vitro du CUV murin et presque complete a 30 uM. Pour ce qui est des cellules
5637, un modele cellulaire du CUV humain, I’inhibition de la phosphorylation d’[kf3
atteint un taux de 50 % a 30 pM. Au niveau de la voie de signalisation [IL-6/STAT3, on y
observe €galement un patron d’inhibition de phosphorylation de STAT3 d’environ 50 %.
ML-28 semble toutefois exercer un effet inhibiteur un peu plus élevé dans les cellules
5637 puisqu’il y a inhibition de 50 % de I’expression de p-STAT3 a une dose 5 fois
inférieure, soit a 10 uM. Ces résultats nous laissent sous-entendre que des mécanismes
régulateurs semblables sont partagés par ML-28 et AL-549 puisque les tests de
signalisation et de production de NO sont affectés de maniere similaire par ces deux
molécules. Sommairement, avec les derniers résultats, ML-28 inhibe la production de NO
ainsi que les voies de signalisation TNFo/NFxB et IL-6STAT3, ce qui, in vivo, pourrait
avoir un impact négatif sur ’angiogenése, I’invasion et la motilité; trois caractéristiques

déterminantes de I’agressivité tumorale.

Finalement, pour confirmer le potentiel anticancéreux de ML-28 et pouvoir
réellement €tablir une comparaison avec AL-549, un test in vivo €tait de mise. Les résultats
obtenus démontrent que tout comme AL-549, ML-28 inhibe efficacement |’apparition de
métastases pulmonaires, sans affecter les cellules hépatiques selon les coupes
histologiques. Par contre, aucun biomarqueur hépatique n’a €té utilis€ lors de cette

expérience, ce qui aurait permis de mieux évaluer le niveau de toxicité relative de ML-28
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par rapport 4 AL-549. Le CUV, sous sa forme invasive, va affecter les organes pelviens
environnant comme la prostate, mais aussi les poumons. Effectivement, les métastases
pulmonaires surviennent de maniére réguliere lorsque le CUV atteint le stade T4, de
maniere que les personnes atteintes auront jusqu’a avoir des symptomes pulmonaires
avant d’en détecter au niveau vésical (Agrawal et al., 2017). Les coupes histologiques des
poumons de souris témoins nous montraient clairement la présence de plusieurs
métastases pulmonaires, tandis que pour nos souris traitées avec ML-28, il n’y en avait
aucune de détectable. De plus, de manic¢re générale, les souris traitées avec ML-28

présentaient des tailles tumorales plus petites que les souris traitées avec AL-549.



CHAPITRE V

CONCLUSION

Pour commencer, nos études ont permis de valider notre hypothese de départ car
nous avons pu établir que des molécules, comme les DABs, ayant la capacité d’inhiber les
voies pro-inflammatoires pourraient également inhiber la progression tumorale dans un
modele animal de cancer, comme le CUV. En effet, nous avons utilisé des DABs dans un
contexte d’inflammation associée au cancer afin d’inhiber ce processus et avons de ce fait,
également observé une inhibition marquée des caractéristiques propres a la progression
tumorale. Nous avons d’abord réussi a inhiber 1’expression du systeme iINOS/NO, un
facteur important de ’angiogenése, la phosphorylation d’Ikp et I’invasion tumorale et

finalement, la phosphorylation de STAT3 et la mobilité cellulaire.

Le premier objectif consistait a la découverte du mécanisme d’action du AL-549.
Malheureusement, le mécanisme d’action ou bien la cible précise de cette molécule n’a
toujours pas été¢ découvert, mais une avancée a tout de méme été effectuée. Effectivement,
nous avons découvert que ce DAB agissait en amont de la transcription induite par NFxB.
De plus, grace a son pouvoir inhibiteur qui va au-dela du niveau basal de I’expression de
certaines protéines, il laisse sous-entendre qu’il possede plusieurs cibles ou mécanismes

d’action.

Pour ce qui est du deuxieme objectif, c’est-a-dire de déterminer si un des DABs
de deuxieme génération était plus efficace et moins cytotoxique qu’AL-549, il a été atteint.
La molécule ML-28 a démontré étre une molécule avec un pouvoir inhibiteur égerement
supérieur a AL-549, tout en possédant une activité moins cytotoxique. De plus, son

potentiel anticancéreux a été prouvé grace a une étude in vivo ou des souris ont €té traitées
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de maniere périodique avec ML-28 et ont montré un volume tumoral plus petit que les

autres souris ainsi qu’une absence de métastases pulmonaires.

Ce projet présente de nombreuses perspectives de recherche vu le grand potentiel
anticancéreux des DABs. Tout d’abord, puisque I’inflammation chronique menant au
développement tumoral est un concept établi dans plusieurs types de cancer, comme le
cancer du sein, il serait pertinent de le tester chez d’autres modeles cellulaires cancéreux
(Bhatelia, Singh et Singh, 2014). Egalement, I’optimisation des DABs est possible
puisqu’il a ét¢ déterminé qu’en modifiant la structure d’AL-549, ses pouvoirs anti-
inflammatoire et anticancéreux pouvaient étre augmentés. Les DABs présentent donc un
potentiel important comme immunothérapie pouvant probablement é&tre utilisés en
combinaison avec la chimiothérapie ou la radiothérapie. [Is pourraient également étre
administrés suite & une chirurgie afin de limiter la récurrence importante du CUV.
Finalement, les DABs seraient de bons candidats pour tester leur pouvoir inhibiteur, mais

cette fois-ci dans un contexte d’inflammation aigué€ et non chronique.

En résumé, nous avons fait un pas de plus dans la compréhension du mécanisme
d’action des DABs et dans son optimisation. Nous avons également confirmé le pouvoir
anticancéreux d’AL-549 ainsi que de son homologue ML-28, dans le but de pouvoir

trouver un traitement alternatif efficace contre I’agressivité et la récurrence du CUV.
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ANNEXE A

TESTS DE VIABILITE DES CELLULES MB49-1 PRETRAITEES AVEC AL-549
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Figure A.1 Représentation de la viabilité relative des cellules MB49-I prétraitées avec AL-549 a

différentes concentrations et activées ou non par des cytokines pro-inflammatoires.
(Hamelin-Morrissette et al., 2015)



