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RESUME

Le cancer de l'ovaire représente la cause principale de mortalité liée au cancer des
femmes dans le monde. La plupart des patientes sont diagnostiquées alors qu’elles sont
malheureusement déja atteintes de métastases. La formation de métastases est en partie
régulée par un processus cellulaire crucial nommé transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). Durant la TEM, les cellules perdent leur caractére épithélial
et acquiérent un caractére invasif fondamental dans la formation de métastases. Ce
processus est favorisé par des cytokines telles que le Transforming Growth Factor beta
(TGF-B). Le mécanisme par lequel le systéme immunitaire peut affecter la transition
des cellules cancéreuses €pithéliales en cellules mésenchymateuses est encore
méconnu. Nous nous sommes intéressés a de nouveaux composés thérapeutiques
immunomodulatoires identifiés par essai lymphocytaire basé sur la fluorescence des
cellules T ou B dérivées de souris transgéniques Nur77-GFP. Nous avons testé
I’efficacité du composé immunomodulateur, TACIMA-218, dans un mod¢le de
carcinome ovarien chimiosensible ES-2 et un autre chimiorésistant SKOV-3, sur
I’induction des voies de signalisation impliquées dans la TEM, la migration et
I’apoptose. Nous émettons I’hypothése que TACIMA-218 peut antagoniser l'induction
de la TEM, inhiber la migration et, également, induire 1’apoptose dans le cancer
ovarien.

Nous avons mesuré 1’expression de diverses biomarqueurs associés a la TEM tels que:
Twist et Slug par électrophoréese et immunobuvardage de type Western. L’étude sur la
survie et le stress oxydatif a aussi €té évaluée par cytométrie en flux, pour quantifier
I’apoptose précoce, tardive ou la nécrose. Enfin, la migration cellulaire a été évaluée
en temps réel par xCELLigence. Nous avons découvert que TACIMA-218 diminue
l'expression des marqueurs mésenchymateux Slug et Twist. Nos résultats démontrent
que TACIMA-218 induit 1’apoptose par la génération des ROS et I’inactivation de p38
MAPK dans un mode¢le de cancer ovarien chimiosensible. De plus, nous avons montré
que TACIMA-218 peut induire & 100% 1’apoptose en présence d’agents anticancéreux
tels que 3-MPA et BSO. Nous avons également vu que TACIMA-218 peut diminuer
la migration des cellules cancéreuses. Dans la présente étude, nous avons démontré que
la glutamine favorise la croissance des cellules ES-2.

Le pouvoir inhibiteur de TACIMA-218 suggére qu’il aurait la capacité de prévenir la
TEM et la formation de métastases. Les données recueillies serviront, éventuellement,
a aborder les problémes de chimiorésistance associ€s a certains types de cancers
ovariens. De plus, nos expériences servent & mieux comprendre le mécanisme d'action
de TACIMA-218 afin de développer de nouveaux agents anticancéreux plus
spécifiques.

Mots-Clés : Transition épithélio-mésenchymateuse, Transforming Growth Factor
beta, composés immunomodulatoires (TACIMA-218), cancer ovarien



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Le cancer

1.1.1 Généralité

Parmi les cancers les plus mortels chez les femmes, les cancers de I’ovaire occupent
une place importante. Lorsqu'un cancer s'est propagé depuis son site d'origine dans
d'autres parties du corps, on parle de cancer généralisé ou de cancer métastatique. Le
cancer de I’ovaire est malheureusement souvent diagnostiqué a un stade tardif, et les
événements précoces de la cancérogenése demeurent encore peu connus (Auersperg et

al., 2002).

La cancérogenese s’effectue en trois étapes principales : 1’initiation, la promotion et la
progression tumorale (Beliveau et Gingras, 2007). La premiére étape est I’initiation ot
la cellule subit une mutation induite par les substances chimiques, les virus ou la
radiation (Beliveau et Gingras, 2007). Dans la deuxi¢me étape, la promotion, les
cellules mutées se développent en lésions cancéreuses. Dans la troisiéme étape, la
progression, la cellule se développe en tumeur maligne c’est-a-dire que la prolifération
continue et que les geénes suppresseurs de tumeurs perdent leur activité normale. Par la
suite, les cellules cancéreuses se détachent de leur site primaire et colonisent d’autres

tissus sains distants (Pratheeshkumar et al., 2012) (Figure 1.1).
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Figure 1.1 Etapes de la cancérogenése. Des agents cancérigénes affectent une cellule
normale. Durant la promotion, la cellule initiée subit des lésions au niveau de I’ADN
et cela déclenche une prolifération incontrdlée. Durant la progression, des oncogénes
sont activés et des génes suppresseurs de tumeurs sont inactivés, et cela peut s’étendre
sur plusieurs années. Finalement, le cancer s’établit et peut se propage dans le corps.

(Adapté de : Béliveau et Gingras, 2007)

1.1.2 Statistiques

Selon I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS, 2017), le cancer constitue la
deuxiéme cause de déces avec 8,8 millions de morts en 2015 dans le monde et prés
d’un déces sur six est dit au cancer. La Société¢ Canadienne du Cancer indique que 206
200 Canadiens ont regu un diagnostic de cancer et que 80 800 en sont décédés en 2017
(OMS, 2017). 11 est estimé qu’environ un Canadien sur deux développer un cancer au
cours de sa vie, et qu’un sur quatre en mourra. Depuis 1988, le taux de mortalité dii au
cancer a diminué de 32% chez les hommes et 17% chez les femmes (OMS, 2017). Le
stade permet de classifier les cancers selon 1’étendue de la maladie dans le corps. La
base de données du registre canadien du cancer de Statistique Canada montre des

variations dans la distribution par stade selon le type de cancer. Il y a une partie élevée




de diagnostics de stade I'V pour les cancers du pancréas (56,7%), de la bouche (52,7%),
de I’estomac (43,5%), de I’cesophage (39,9%) et de 1’ovaire (14,1%) (Figure 1.2).

. Pourcentage

7 Stade 0*
W Stadel
M Stadell
I stade
[T Stade IV
™ Stade inconnu

Figure 1.2 Distribution en pourcentage du stade de différents types de cancer au
moment du diagnostic (Canada, 2011-2015). Au Stade 0 : Il y a un groupe de cellules
anormales qui ne sont pas encore considérées comme cellules cancéreuses. Stade I: La
tumeur est de petite taille et limitée a ’organe dans lequel elle a pris naissance. Stade
II : La tumeur est plus grosse qu’au stade I et le cancer ne s’est pas encore propagé
dans d’autres tissus. Stade III : Le cancer est de grande taille et la tumeur a envahi les
ganglions lymphatiques ou les tissus environnants. Stade IV : Le cancer s’est propagé
par le sang ou par le systeme lymphatique, ce qui suggere la présence de métastases

dans d'autres organes a distance de la tumeur d'origine.



En 2017, 2 800 Canadiennes ont regu un diagnostic de cancer de I’ovaire et 1 800 en
sont mortes. Le risque de cancer de 1’ovaire est de 1 sur 69 et le risque d’en mourir est
de 1 sur 100 chez les femmes (statistiques canadiennes sur le cancer, 2017). Les
statistiques canadiennes sur le cancer montrent que le cancer du poumon est la
principale cause de mortalité par cancer avec approximativement 26%. La deuxiéme
cause de mortalité chez les hommes est le cancer colorectal (représentant 12 %) et, chez
les femmes, le cancer du sein (représentant 13%). La troisiéme cause la mortalité chez
les hommes est le cancer de la prostate (représentant 10%) et, chez les femmes, le

cancer colorectal (représentant 12%) (Statistiques canadiennes sur le cancer, 2017).

1.2 Le cancer des ovaires

1.2.1 Les facteurs de risque

Le cancer des ovaires se situe au cinqui¢me rang de mortalité chez les femmes
(Kurman, 2014). Le développement du cancer de I’ovaire est peu connu. Le tabagisme,
les antécédants familiaux de cancer de 1’ovaire, les mutations des génes BRCA, le
syndrome de Lynch, I’absence de grossesse ou d’accouchement, I’hormonothérapie
substitutive, et ’exposition & I’amiante en milieu de travail sont les principaux facteurs
de risque du cancer de 1’ovaire dans le monde (Auersperg et al., 2001; Davidson et al.,
2014). Des études épidémiologiques suggerent que 1'ovulation soit aussi un cofacteur
important dans le développement du cancer de l'ovaire (Reid ef al., 2017). L'utilisation
de contraceptifs oraux, qui suppriment I'ovulation et qui induisent 1'apoptose dans les
cellules épithéliales de 1'ovaire, peut réduire de 50% le risque de développer un cancer

de l'ovaire (Société Canadienne du Cancer, 2018).



1.2.2 La classification histologique

Le cancer ovarien est classifié en fonction du type de cellules a partir desquelles il se
développe. L’OMS a déterminé trois formes histologiques principales de tumeurs : Les
tumeurs épithéliales, les tumeurs germinales et les tumeurs stromales. Les tumeurs
épithéliales se trouvent a la surface externe de I’ovaire. C’est une forme plus courante
de cancer de I’ovaire (Kurrey et al., 2005) avec environ 90 % des cas (Société
Canadienne du Cancer, 2018). 11 existe des sous-types distincts de cancer de I’ovaire

épithélial :

1) Les carcinomes séreux, qui sont les sous-types de cancer de 1’ovaire les plus courants
et qui correspondent a environ 50 % des tumeurs épithéliales, ce qui correspond & 80%
de tous les cas de cancers ovariens. Il peut toucher les deux ovaires et peut aussi
présenter un haut ou un faible degré de malignité. Le cancer de 1’ovaire épithélial de
bas degré de malignité représente jusqu’a 15 % et touche les femmes plus jeunes. Le
cancer de I’ovaire épithélial de haut degré de malignité représente jusqu’a 70 % de tous
les cas de cancer de I’ovaire. Ces types de carcinomes sont présents dans les cancers

héréditaires avec mutations des génes BRCA (Barnhill ez al., 1995).

2) Les carcinomes endométrioides, attribuables a 1’endométriose, sont le deuxi¢me
type histologique de cancer de I’ovaire le plus courant, et représentent environ 10 % de
tous les cancers ovariens. Ces types de carcinomes sont présents avec des mutations

des génes PTEN et KRAS (Dinulescu ef al., 2005).

3) Les carcinomes mucineux (les cellules de la tumeur produisent du mucus) sont des
tumeurs épithéliales qui surviennent généralement dans un seul ovaire (Tulpin ef al.,
2008) et touchent environ 4 % des femmes. (Société Canadienne du Cancer, 2018). En
effet, les carcinomes mucineux sont associées a une mucosécrétion de type intestinal,

et présentent des mutations KRAS (Gemignani et al., 2003).



4) Les carcinomes & cellules claires, associ€s a 1’endométriose et au syndrome Lynch
(Chene et al., 2015), constituent le cancer ovarien le plus courant. Il touche environ 10
% des femmes. Il est souvent diagnostiqué & un stade plus précoce que le carcinome

séreux (Cancer de ’ovaire Canada, 2017).

Les tumeurs germinales se trouvent a I’intérieur des ovaires et prennent naissance dans
les cellules qui produisent les ovules. Ces tumeurs représentent de 2 % a 3 % de tous
les cancers de 1’ovaire (Société Canadienne du Cancer, 2018). Elles comprennent les
sous-types suivants: dysgerminome, tumeurs du sinus endodermique, carcinome
embryonnaire, tératome malin, choriocarcinome et polyembryome. (Tulpin et al,

2008).

Les tumeurs stromales représentent moins de 7 % de tous les cas de cancers de I’ovaire,
et constituent le tissu structural qui retient les ovaires et qui peut produire des hormones
féminines comme 1’cestrogéne, la progestérone et les androgenes (Société Canadienne

du Cancer, 2018).

1.2.3 Le diagnostic

Les diagnostics permettent de définir le stade de développement du cancer de
l'ovaire. Les symptomes de cancer de 1’ovaire restent longtemps ‘silencieux’ dans le
corps et ils ne se manifestent qu’a un stade avancé. Le stade du cancer dépend de la
taille de la tumeur et de son degré de propagaﬁon dans 1’organisme. Les symptémes du
cancer de 'ovaire sont de différents types et incluent les troubles digestifs, les nausées,
la constipation, la perte d'appétit, la perte de poids, des douleurs a l'estomac, les
troubles gynécologiques comme une perturbation des regles, les tensions dans les seins
ou les pertes vaginales anormales. Les perturbations locales associées a la masse

tumorale sont, notamment, I’augmentation du volume de 1’abdomen et les pertes



urinaires (McGuire et al., 2003). Ces symptdmes peuvent étre causés par une autre
maladie, aucun de ces symptomes n’est spécifique (Société Canadienne du Cancer,

2018).

Certains marqueurs tumoraux sont étudiés afin d’évaluer la progression du cancer de
I’ovaire. Ils se trouvent en concentration élevée dans le sang quand le cancer est
présent. Il existe plusieurs biomarqueurs tumoraux potentiels, comme [’alpha-
feetoprotéine (AFP), 1I’antigene tumoral 125 (CA 125), I’antigéne tumoral 15-3 (CA 15-
3), Pantigéne carbohydrate 19-9 (CA 19-9), I’antigéne carcinoembryonnaire (ACE), la
gonadotrophine chorionique humaine (HCG ou BHCG) et I’antigéne prostatique
spécifique (APS) (Cloven et al., 2004; Davidson et al., 2014; Ozols, 2003). La présence
de ces marqueurs ne peut étre considérée comme un diagnostic de cancer et les résultats
des analyses doivent étre combinés avec d’autres examens tels que I’examen physique,

I’échographie, I’examen d’imagerie et d’autres analyses.

1.2.4 Les traitements

Les traitements du cancer de l'ovaire font essentiellement appel & la chirurgie et a la
chimiothérapie (Dauplat et al., 2000). Lorsque la maladie est trés avancée, la
chimiothérapie est généralement combinée a la chirurgie. Les chirurgiens décident
d’enlever les tumeurs en fonction de plusieurs facteurs comme le stade du cancer et
I’age de la femme (femme planifiant des grossesses, femme ménopausée) (McGuire et
al., 2003). Une chimiothérapie peut étre utilisée en complément a la chirurgie afin de
réduire la masse tumorale pour faciliter la chirurgie. Les platines (carboplatine ou
cisplatine) et les taxanes sont les médicaments les plus utilisés en chimiothérapie pour
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses (Armstrong et al., 2006; McGuire et
al.,2003; Vasey, 2003). Le cisplatine est I’un des agents chimiothérapeutiques les plus

efficaces et les plus utilisés dans le traitement du cancer de 1’ovaire (Marzano et al.,



2007). On pense que la mort cellulaire induite par le cisplatine inhibe la réplication et
la transcription de 'ADN (Siomek et al., 2006). D’autres approches thérapeutiques
seront utilisées si le cancer de 1’ovaire réapparait moins de 6 mois aprés la fin du
traitement. Il s’agit des médicaments suivants : topotécan, gemcitabine, paclitaxel et

cyclophosphamide (Société Canadienne du Cancer, 2018).

1.2.5 La chimiorésistance

Les mécanismes exacts de la chimiorésistance et de la formation des métastases du
cancer de l'ovaire ne sont pas encore clairs (Deng et al., 2016). La chimiorésistance
limite le succés d’un traitement thérapeutique dans le cancer de l’ovaire. La
chimiorésistance est le principal défi dans le traitement du cancer de l'ovaire.
Comprendre les mécanismes de la chimiorésistance dans le cancer de 'ovaire aiderait
a prédire la progression de la maladie, & développer de nouveaux traitements et a

personnaliser le traitement systémique (Davidson et al., 2014).

Les mécanismes moléculaires de la chimiorésistance incluent les éléments suivants :
des protéines membranaires (pompes), des geénes suppresseurs de tumeur, 1’altération
mitochondriale, la réparation de I'ADN, l’autophagie et la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) (Deng et al., 2016). Des études préliminaires démontrent
qu'il existe une relation étroite entre la TEM et la chimiorésistance dans le cancer de

I’ovaire (Cornelison et al., 2017; Deng et al., 2016).

Les cellules cancéreuses qui n’ont pas été éliminées par la chimiothérapie peuvent subir
des modifications dans leur génome, des mutations ou des modifications de la cible des
médicaments qui les rendent résistantes aux traitements (Fraser et al., 2003).

L’efficacité des médicaments chimiothérapeutiques détermine la réponse des cellules



cancéreuses aux signaux de mort cellulaire. Ainsi, la modulation des facteurs et génes
pro-apoptotiques et des génes anti-apoptotiques pourrait rendre une cellule cancéreuse
sensible & la chimiothérapie (Figure 1.3). La chimiorésistance peut impliquer certains
événements des voies de survie (AKT et PI3K, MAPK, EGFR, mTOR) et des
suppresseurs de tumeurs (P53) (Bast et al., 2009; Deng et al., 2016; See et al., 2003).
Les voies de survie jouent un réle majeur dans les mécanismes de chimiorésistance des
cancers de 1’ovaire. Dans ce type de cancer, la surexpression de AKT est, en partie, la
cause de résistance des cellules cancéreuses de 1’ovaire au paclitaxel et au cisplatine
(Deng et al., 2016; Zheng, 2017). P53 est un suppresseur de tumeur bien connu,
impliqué dans le développement de la résistance observée en relation avec la voie PI3K
/ AKT dans les cancers de I’ovaire (Deng et al., 2016). En effet, il a été¢ démontré que
pS3 peut inhiber 1’activité de la PI3K et, par conséquent, de I’ AKT (Bast et al., 2009;
Zheng, 2017).

La MAPK est une autre voie de survie a considérer dans les cancers de 1’ovaire. Elle
est constituée de cascades de phosphorylation impliquant plusieurs protéines kinases,
qui peuvent tre activées par divers stimuli, notamment, des facteurs de croissance ou
un stress génotoxique (Appella et al., 2001). Dans le cancer de 1'ovaire, une diminution
de l'activité de MAPK dans les cascades JNK et p-38 a été associée a des modeles de
cancers résistants au platine (See et al., 2003). En fait, la chimiorésistance associée a
AKT dans le cancer de l'ovaire est li€e a l'incapacité du cisplatine d'activer JNK et p-

38 & induire I'apoptose (Mansouri et al., 2003).
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Figure 1.3 Mod¢le hypothétique de chimiosensibilité et de chimiorésistance et dans des

cellules du cancer de ’ovaire humain. Dans une cellule ovarienne cancéreuse

chimiosensible (A), le cisplatine augmente les niveaux de p53 et les protéines qui en

découlent, tel que p21 et les protéines pro-apoptotiques : Bax et Fas, favorisent l'arrét

du cycle cellulaire. L’activation des voies pro-apoptotiques a pour résultat global

d’engendrer l'activation de la caspase-3. Dans ces cellules, les médiateurs de survie

cellulaire, tels que Xiap, AKT et Flip (en rouge) sont régulés négativement ou sont

dans leur état inactif. Inversement, dans une cellule chimiorésistante (B), une

augmentation de ’ubiquitination de p53 par MDM2 entraine le maintien de niveaux
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bas de p53, malgré la présence de cisplatine. De plus, le cisplatine ne parvient pas a
réguler négativement Xiap, ainsi qu’un état actif de la voie PI3K/AKT. De plus, la
liaison de TNFR2 par TNFa conduit a une régulation positive de FLIP par la voie
NF«B, inhibant ainsi les actions pro-apoptotiques de la cytokine par TNFR1. C’est
suite & un défaut d'activation de la cascade de la caspase, en réponse a l'agent
chimiothérapeutique, que ces cellules ont perdu leur capacité a subir I'apoptose et sont

donc devenues chimiorésistantes (Fraser et al., 2003).

1.3 La métastase et I’invasion

Les métastases causent 90% des déces liés au cancer chez les patients. Les métastases
altérent plusieurs fonctions vitales a la fois en se développant au niveau de plusieurs
organes en méme temps. On conclut que le cancer métastatique est plus dangereux par
rapport au cancer qui ne touche qu'un seul organe (futura-sciences Grégory Ségala ;

2012).

La formation de métastases est un processus complexe composé d’étapes au cours
desquelles des cellules cancéreuses se détachent du site original et migrent vers d'autres
parties du corps par le systéme lymphatique ou par le systéme sanguin. Pour ce faire,
des cellules cancéreuses se séparent de la tumeur primaire et s’attachent aux protéines
qui composent la matrice extracellulaire (MEC). En dégradant cette MEC, elles

peuvent s’évader vers des sites distants (Gassmann ef al., 2008).

Les mécanismes de métastases ont été classés en différentes étapes commengant par
l'intravasation, l'extravasation et la colonisation (Gassmann et al, 2008).
L’intravasation est l'entrée des cellules cancéreuses dans les vaisseaux sanguins.
Les cellules cancéreuses dégradent la paroi d’un vaisseau sanguin pour qu’elles

puissent y entrer. L'extravasation est le passage de produits intraveineux d'un vaisseau
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sanguin vers les tissus environnants. La prolifération est limitée, car les cellules ne sont
pas adaptées a leur nouvel environnement (Figure 1.4). La colonisation est un processus
de formation de la métastase. Dans ce processus, les cellules cancéreuses doivent
s'adapter au nouveau tissu. Ce nouvel environnement n'est pas favorable a la croissance
tumorale et les cellules cancéreuses métastatiques forment une petite tumeur invisible
appelée une micrométastase (Grégory Ségala, 2012) (Figure 1.4). L'invasion fait
référence a l'extension et a la pénétration directe de cellules cancéreuses dans les tissus
voisins. L'augmentation progressive de la taille de la tumeur et la prolifération de
cellules transformées entrainent une coupure dans les barriéres séparant les tissus,

entrainant une extension de la tumeur dans les tissus adjacents (Gassmann et al., 2008).

Plusieurs enzymes protéolytiques sont activées lors de 1'invasion tumorale tels les
métalloprotéases matricielles (MMPs) (Nagase et al, 2006). Les MMPs sont
responsables de la majorité de la protéolyse matricielle, et agissent comme des
molécules régulatrices dans la développement tumoral et dans 1’angiogénése (Van den
Steen et al., 2002).
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Figure 1.4 Le processus métastatique. Les cellules cancéreuses de 1’ovaire se détachent
de la tumeur primaire, puis entrent dans la circulation sanguine par intravasation. Par
apres, les cellules cancéreuses vont se diriger vers un organe cible et y proliférer, puis
passent par extravasation vers le tissu, le foie dans la Figure, pour former des
micrométastases. Dans les micrométastases, la prolifération est limitée, car les cellules
cancéreuses doivent s’adapter a leur nouvel environnement. Lorsque les cellules
cancéreuses s’y adaptent, elles peuvent alors former une métastase. Adapté de (Grégory

Ségala, 2012).
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1.4 L’angiogenése

L'angiogenése est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir
de vaisseaux préexistants (la néo-vascularisation) (Folkman, 2002). Cette néo-
vascularisation est un processus physiologique que l'on retrouve lors du développement
embryonnaire, le renouvellement tissulaire et la croissance de I'endometre (Pepper et
al., 2000). Elle est induite par différents facteurs simultanés tels I’inflammation,
I’hypoxie, la croissance des tumeurs malignes et les métastases (Lamalice et al., 2007).
L’angiogenése tumorale est contr6lée par différents facteurs tels que les cytokines et la
MEC (Folkman, 2002). L'angiogen¢se joue un role majeur dans le processus

métastatique ainsi que dans le développement de tumeurs solides.

1.4.1 L’angiogen¢se tumorale

L'angiogenése tumorale est un processus impliquant des interactions entre les cellules
endothéliales et leur microenvironnement, et une régulation des facteurs de croissance
et cytokines tels le TNF-a et TGF-P (Berse et al., 1999). L'angiogenése est régulée par
différents facteurs activateurs et inhibiteurs produits par les cellules saines et
tumorales. Lors d’une déstabilisation de l'équilibre angiogénique, les cellules
cancéreuses augmentent 1’expression des facteurs pro-angiogéniques comme les
facteurs de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF) et les facteurs de croissance
des fibroblastes (FGF), et diminuent 1’expression d’inhibiteurs endogénes de
l'angiogenése tels I’interféron-p ou la thrombospondine-1 (Hanahan et al., 2000). Tout

ce processus s’appelle le «switchy angiogénique (Hanahan et al., 1996).
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L'angiogenése tumorale s’effectue en quelques étapes clés. D’abord, les cellules du
microenvironnement tumoral induisent le développement et la croissance des cellules
endothéliales vasculaires et dégradent les composantes de la MEC par des facteurs pro-
angiogéniques (Folkman, 2002; Hanahan et al., 1996). Puis, les MMPs induisent la
dégradation de la paroi vasculaire. Les cellules endothéliales migrent dans la MEC vers
les stimuli angiogéniques. Elles proliférent et forment des structures en tube
(tubulogenése) afin de se réorganiser en nouveaux capillaires sanguins (De Rossi et al.,
2014). La plupart des tumeurs solides demeurent dormantes jusqu'a un volume de 1

mm> méme pendant des décennies (Folkman, 2002).

1.5 La transition épithélio-mésenchymateuse

Les deux principaux types tissulaires qui vont nous intéresser dans les processus
métastasiques sont le tissu mésenchymateux (ou mésenchyme) et le tissu épithélial (ou
épithélium). La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) convertie le passage d'un
groupe de cellules épithéliales & une forme mésenchymateuse (Katsuno et al., 2013).
La TEM est un processus qui modifie la forme et le mouvement des cellules. Ainsi, les
cellules épithéliales acquiérent les caractéristiques des cellules mésenchymateuses. Le
processus de la TEM est important pour la progression des tumeurs et des métastases
(Takebe et al., 2011). La TEM est un événement pathogénique bien décrit dans la
progression du cancer et le développement des métastases. Dans les cellules
mammaires de souris, il a été¢ démontré que la TEM se produisait avant 1’acquisition
d’un phénotype invasif métastatique (Martin ez al., 2005). Différents inducteurs de
TEM ont été identifiés, y compris TGF-B, TNF-a, IL-6 et les voies de signalisation
moléculaires de Wnt, Notch et Hedgehog (Ricciardi et al., 2015). Tous ces stimuli

induisent la TEM en régulant ’augmentation des facteurs de transcription tels que
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Snail, Slug et Twist, les protéines matricielles, Fibronectine et Vimentine (Ricciardi et

al., 2015).

Les réponses inflammatoires jouent aussi un réle important & toutes les étapes du
développement de la tumeur, telles que P’initiation, la promotion et la métastase. De
plus, l'inflammation a récemment été considérée comme un inducteur clé de la TEM
au cours de la progression du cancer (Ricciardi et al., 2015). Pour cette raison, la TEM
est prise en compte dans le lien entre l'inflammation et le cancer par les modifications
micro-environnementales capables de réguler la progression tumorale. Il faut
mentionner que, suite & la TEM induite par l'inflammation, les mécanismes inhibiteurs
répondent différemment selon les lignées de cellules cancéreuses (Ricciardi et al.,
2015). Par exemple, les cellules MCF-7, dérivées du cancer du sein, sont capables
d'affecter la prolifération des cellules lymphocytes tueuses naturelles (NK), sans
induire I'apoptose, elles altérent de maniere significative les fonctions des cellules B en
réduisant leur viabilité et leur prolifération, elles génerent des cellules régulatrices B et
inhibent la réponse des cellules T par des effets pro-apoptotiques, sans modification du
taux de prolifération et d’induction de cellules régulatrices T. En revanche, les cellules
A549, dérivées d'un adénocarcinome du poumon, semblent influencer les réactions
immunitaires, principalement en réduisant la viabilité et la prolifération des cellules
NK et inhibent la prolifération des lymphocytes T, sans induction significative de
lymphocytes B et T régulateurs. Enfin, les cellules HepG2 d'un hépatocarcinome
entravent clairement les fonctions des cellules T en inhibant la survie et en les
induisant. Cependant, elles ont des effets opposés sur les cellules NK, en induisant a la
fois 1'apoptose et la prolifération cellulaire, et sur les cellules B, sélectionnant ainsi
probablement certains sous-ensembles de cellules NK et B qui pourraient é&tre
déterminants pour la survie des cellules HepG2 (Tableau 1.1) (Ricciardi et al., 2015).
L’apparition d’'une TEM a la suite d’une inflammation provoque de multiples effets
immunitaires de régulation dans les cellules cancéreuses, ce qui entraine une apoptose

ainsi qu’une inhibition de la prolifération des lymphocytes (Chae et al., 2018).
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Résumé des effets des lignées de cellules cancéreuses apreés la TEM avec les cellules effectrices

immunitaires
cellules NK cellules B cellules T
Ligne cellulaire Viabilité Prolifération Viabilit¢é Prolifération Viabilité Prolifération
AS549 (lung) ! ! = = =
MCEF7 = l 1} l | =
(breast)
HEPG2 ) = = 1 l =

(liver)

Tableau 1.1 Abréviations: TEM = transition épithéliale-mésenchymateuse; NK = tueur
naturel; | = régulé négativement; T = régulé a la hausse; '=' = inchangé (adapté de

Ricciardi et al., 2015) .

1.5.1 Les facteurs de transcription Snail, Slug et Twist

Slug, Snail et Twist sont des facteurs de transcription impliqués dans le déclenchement
de la TEM et dans la régulation de I'expression des suppresseurs de tumeurs tels que
I’E-cadhérine (Martin et al., 2005). 1l a ét€¢ montré que Snail réprime E-cadhérine et est
associé a une meilleure chance de survie chez les patientes atteintes d'un cancer de
l'ovaire (Blechschmidt et al., 2008). Snail et Slug sont conservés parmi les espéces au
cours de 1'évolution. Les facteurs de transcription Snail et Slug ont été signalés comme
étant importants dans la migration cellulaire au cours du développement ainsi que lors
de la métastase tumorale (Kurrey et al., 2005). Ils encodent des facteurs de transcription
exprimés a différents stades de développement dans différents tissus. Ces facteurs de

transcription sont nécessaires a la gastrulation et a la formation du mésoderme et
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interviennent dans des fonctions biologiques, telles que la différenciation cellulaire, la

régulation du cycle cellulaire et I'apoptose (Martin et al., 2005).

Snail a été décrit pour la premiére fois chez Drosophila melanogaster, ou il s’avérait
essentiel pour la formation du mésoderme (Wang et al., 2013). L'expression de Snail a
été démontrée dans les tumeurs humaines primaires, avec une corrélation entre
l'expression de Snail et une réduction ou l'absence d'expression de I’E-cadhérine dans
plusieurs tumeurs (Martin et al., 2005). L'expression de Snail est en corrélation inverse
avec le degré de différenciation des tumeurs. Le niveau d'expression et la localisation
nucléaire de Snail étaient en corrélation avec l'expression de 1’E-cadhérine et
prédisaient le pronostic pour les patientes atteintes d'un cancer de 1'ovaire (Wang et al.,
2013). Les recherches précédentes ont conclu que Snail est localisé a la fois dans le
cytoplasme et dans le noyau des tumeurs ovariennes & un stade précoce, il est
exclusivement localisé dans le noyau des tumeurs & un stade avancé et dans les 1ésions
métastatiques (Jin et al., 2010). Le niveau d'expression et la localisation nucléaire de
Snail étaient inversement corrélés a l'expression de 1I’E-cadhérine. Ces informations
confirment que 1’activité de Snail est régulée a la fois par la stabilité de la protéine et
par sa localisation cellulaire (Jin et al., 2010). Il y a plusieurs informations sur le role
de Snail dans la régulation des métastases du cancer de l'ovaire. Une étude démontre
que l'activité des MMPs est cruciale pour la métastase médiée par Snail dans le cancer
de l'ovaire (Jin et al., 2010). La capacité des cellules cancéreuses a envahir les tissus
hotes et a établir des lésions métastatiques distantes nécessite la perturbation de
l'architecture tissulaire et la modulation des contacts cellule-matrice et cellule-cellule.
Ces résultats suggérent que Snail joue un réle essentiel dans la régulation de l'activité

protéolytique des MMPs pendant l'invasion et la métastase (Jin ez al., 2010).

Il a été démontré que Slug peut agir a la fois comme un oncogéne ou un suppresseur
de tumeur dans différents cancers (N. Cui et al., 2016). L'expression de Slug est

ugmentée dans les tumeurs (Martin et al., 2005). L'expression de Slug régule une étape
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initiale et est essentielle durant le processus de la TEM. De plus, 1'expression de Slug
est réduite dans les tumeurs lobulaires par rapport aux tumeurs canalaires ou aux
tumeurs d'autres types (Martin et al., 2005). Ces résultats sont différents de Snail,
méme si les deux sont des facteurs de transcription de la méme famille (Martin ef al.,
2005). De plus, il a été suggéré que Snail et Slug soient impliqués dans l'acquisition de

la résistance a l'apoptose, favorisant ainsi la survie de la tumeur (Kurrey et al., 2005).

Twist peut étre impliqué dans la régulation négative de la différenciation de plusieurs
lignées cellulaires, notamment durant la neurogénese, la myogenése et I'ostéogenése
(Martin et al., 2005). Twist peut contribuer a la métastase en favorisant la TEM. Twist
est capable d'inhiber la mort cellulaire dépendante de p53, il est donc connu comme un
facteur anti-apoptotique (Martin er al., 2005). Twist est également connu pour
déclencher la TEM, en régulant éventuellement le switch E a N-cadhérine au cours de
la TEM. L’expression de Twist est associée a une résistance cellulaire au paclitaxel,
mais pas a d'autres médicaments (Martin et al., 2005). De méme, il a été observé que
le cisplatine induisait 1'expression de Twist accompagné par une migration cellulaire
(Latifi et al., 2011). Cela suggére ainsi qu'une stratégie thérapeutique puisse étre
développée pour surmonter la résistance acquise par une régulation de 'expression de
Twist dans le cancer (Martin et al., 2005). Donc, les marqueurs TEM et les facteurs de
transcription sont en corrélation avec la chimiorésistance du cancer de 1’ovaire (Deng
et al., 2016). Ces données confirment le rdle important joué par la TEM dans la
progression de cancer de I’ovaire (Deng et al., 2016). Les recherches préliminaires
indiquent que le ciblage de la TEM est un nouveau domaine de recherche en
développement et qu'il est prometteur pour contrer la chimiorésistance du cancer de

I’ovaire (Deng et al., 2016).
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1.6 Les cytokines

1.6.1 Définition

Les cytokines sont un groupe important de protéines, peptides ou glycoprotéines
sécrétés par des cellules spécifiques du systéme immunitaire (J. M. Zhang et al., 2007).
Les cytokines sont une catégorie de molécules de signalisation qui assurent la
régulation de l'immunité, de l'inflammation et de I'hématopoi¢se (Artlett, 2018;
Dinarello, 2006; J. M. Zhang et al., 2007). Les cytokines, selon leurs fonctions
biologiques, se divisent en plusieurs grandes familles telles les interleukines, les
chimiokines, les facteurs stimulant les colonies (CSF), les interférons et les familles
des facteurs de croissance transformant (TGF) et le facteur de nécrose tumorale (TNF)
(Lippitz, 2013). Les familles de cytokines contiennent également d’importantes paires
de récepteurs et de ligands régulateurs de la membrane cellulaire. Les cytokines
agissent sur leurs cellules cibles en se liant & des récepteurs membranaires spécifiques
et par la suite régulent différentes 1’expression de geénes, et régulent également
différentes voies de signalisation (Goldsby et al., 2003). Les récepteurs de cytokines
sont divisés en plusieurs familles tels: les récepteurs de cytokines de type I, les
récepteurs de cytokines de type II, les récepteurs de la superfamille des
immunoglobulines, les récepteurs des TNF qui contiennent des cytokines
immunorégulatrices, y compris TNF-a, les lymphotoxines et des ligands cellulaires,
tels que CD40L, qui intervient dans l'activation des lymphocytes T et B, et tel que
CD95, qui favorise I'apoptose, les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs
IL-17 et les récepteurs des TGF-B (Nicolini et al., 2006; Ozaktay et al., 2006; Rochman
et al., 2009; Tato et al., 2008). Ainsi, les cytokines jouent un rdle important dans
I’adhésion entre les cellules et régulent plusieurs fonctions biologiques telles la
prolifération, le chimiotactisme, la différenciation, la survie et la mort cellulaire (Tato

etal.,2008).
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1.6.2 Le role des cytokines dans le cancer

Les cytokines produites dans le microenvironnement tumoral jouent un réle important
dans la pathogénése du cancer. Les cytokines libérées en réponse & l'inflammation, a
l'infection et a I'immunité peuvent inhiber la progression du cancer en activant les
cellules (tueur naturel) NK et les lymphocytes T (Germano et al., 2008). Les conditions
inflammatoires dans certains tissus augmentent le risque de cancer. D'autres cytokines,
sécrétées dans le microenvironnement de la tumeur par les cellules cancéreuses
favorisent les métastases, I'angiogenese, la modification de la réponse aux hormones et

aux agents chimiothérapeutiques (Dranoff, 2004).

Le facteur de nécrose tumoral alpha (TNF-a) est une molécule causant la nécrose
tumorale (Carswell et al., 1975). Le TNF-a est principalement produit par les
macrophages, les lymphocytes T et les monocytes, mais plusieurs autres types
cellulaires peuvent aussi le synthétiser (Chu, 2013; Zelova et al., 2013). Le TNF-a
joue un réle dans les fonctions physiologiques normales, mais aussi dans les processus
d’inflammation, dans les maladies auto-immunes et dans 1'inflammation associée au
cancer (Chu, 2013). Des études sur le TNF ont fourni une preuve précoce d'une fonction
pro-tumorale des cytokines inflammatoires (Germano et al., 2008). La progression
tumorale médiée par le TNF peut impliquer différentes voies telles un effet direct sur
les cellules tumorales a faible concentration de cette cytokine; une interaction avec le
systtme de chimiokines avec induction de C-X-C motif chemokine receptor 4
(CXCR4); ainsi qu’une stimulation de la TEM (Lippitz, 2013). Ces découvertes ont
constitué la base nécessaire au développement de protocoles cliniques utilisant des

antagonistes du TNF dans le traitement du cancer (Germano et al., 2008).
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Cytokine pro-inflammatoire interleukine-6 (IL-6) établie comme une cytokine
immunorégulatrice clé dans cancer de I’ovaire (Nicolini ez al., 2006). Il a été démontré
que 1'IL-6 active les voies de signalisation, qui conduisent a la prolifération tumorale,
la plus étudiée étant la voie Janus kinase (JAK) et STAT3 (Browning et al., 2018).
L'activation JAK/STAT, induite par 1'IL-6, conduit a l'activation constitutive de
STAT3, corrélée a l'augmentation de la croissance des cellules tumorales et a la
résistance 4 la chimiothérapie. I1 a également été démontré que I'IL-6 était un
déclencheur de la TEM (Browning et al., 2018). Le microenvironnement tumoral est
généralement caractérisé par une concentration ¢élevée de cytokines
immunosuppressives IL-10 et TGF-f. L'IL-23, IL-1 et les chimiokines favorisent la

métastase et I’invasion (Nicolini et al., 2006) (Figure 1.5).
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Figure 1.5 Cytokines impliquées dans 1'inflammation liée au cancer

1.7 Le facteur de croissance transformant-béta

Le facteur de croissance transformant-béta (TGF-) est une cytokine s’exprimant dans
tous les tissus mais qui est aussi produite par les lymphocytes, les monocytes et les
macrophages (Assoian et al., 1987; Kehrl et al., 1986; Wahl et al., 1987). Le TGF-$
contréle la prolifération, la croissance et la différenciation cellulaire directe, jouant
ainsi un réle clé dans le développement tumoral, dans la migration, dans la métastase,
dans la sécrétion d’hormones et dans la fonction immunitaire (Xu et al., 2015). Chez

I’humain, il y a 3 isoformes de TGF- : TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3 qui sont codées
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par différents génes mais dont la fonction principale s’exerce via la méme voie de
signalisation. Le TGF-B1 est la forme la plus courante dans les tumeurs (Katz et al.,

2013; Zhu et al., 2001).

1.7.1  Les récepteurs du TGF-p

Le TGF-B se lie a deux récepteurs spécifiques, TGFBR1 et TGFBR2, qui ont des
affinités similaires avec les ligands, mais qui travaillent indépendamment (Miyazono,
2009). Tout d’abord, le TGF-B se lie au TGFBR2, puis le TGFBRI1 est recruté au
| complexe et est phosphorylé par TGFBR2 (Zhu et al., 2001). Par la suite, Smad2 et
Smad3 sont recrutés au complexe, activés, et deviennent un complexe hétérotrimére
avec Smad4, et se transloquent ensuite au noyau pour réguler la transcription des génes

cibles du TGF-p (Attisano ef al., 2002) (Figure 1.6).
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Figure 1.6 Les récepteurs du TGF-f. Dans l'espace extracellulaire, le TGF-f se lie soit
au récepteur de type III (RIII) ou directement au récepteur de type II (RII) sur la
membrane cellulaire. La liaison de TGF-$ a RII conduit alors a la liaison du récepteur
de type I (RI) au complexe et & la phosphorylation de RI (en rouge dans la figure). Cette
phosphorylation active la protéine kinase RI, qui phosphoryle ensuite le facteur de
transcription Smad2 ou Smad3. Smad2 ou Smad3 phosphorylés se lient a4 Smad4, le

Smad commun et le complexe résultant passe du cytoplasme au noyau. Dans le noyau,
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le complexe Smad interagit avec d'autres facteurs de transcription (en gris dans la
figure) pour réguler la transcription des génes sensibles au TGF-f. Smad6 et Smad7
inhibiteurs, normalement phosphorylés par RI, interférent donc avec la
phosphorylation de Smad2 ou Smad3 par RI (Blobe ef al., 2000).

D’autres voies de signalisation peuvent étre activées par le TGF-p tels : des MAPK
p38, INK et ERK et de la PI-3K (Yu et al., 2002). Le role de ces différentes voies de
signalisation dans la modification des réponses cellulaires au TGF-} est en cours et peu

étudié (Yu et al., 2002).

1.7.2 Le TGF-B comme cible thérapeutique

Le TGF-P peut avoir deux effets complétement opposés. Dans la premicre étape du
développement tumoral, il agit comme suppresseur de tumeur en inhibant la
prolifération cellulaire, en induisant I’inhibiteur CDK (Cyclin-dependent kinases) et
en générant I’apoptose (Y. Zhang et al., 2017). Dans le cas contraire, dans les stades
tardifs du développement tumoral, le TGF-§ devient un facteur pro-oncogénique et
lorsque les cellules épithéliales deviennent résistantes a 1’action inhibitrice du TGF-f,
ce dernier peut induire la TEM et par la suite la migration et I’angiogenése (Shao et al.,

2018).

La voie du TGF-B constitue une cible parfaite pour contrer la progression tumorale.
Pour cela, il y a plusieurs approches thérapeutiques qui ont été développées afin
d’inhiber la signalisation induite par le TGF-p (de Gramont et al., 2017). 1l existe
plusieurs groupes d'inhibiteurs de TGF-B: les protéines qui ciblent TBRII-Fc,
’anticorps neutralisant de TGF-f (Fresolimumab), les antagonistes naturels comme la
décorine (Akhurst, 2002; Bewersdorf e al., 2019; Reid et al., 2017) et certains vaccins

(Vigil) (de Gramont et al., 2017). Il a été montré que 1’effet anti-cancéreux des



médicament chimiopréventives comme le tamoxiféne est associ¢ a leur capacité a

induire la production et I’activation du TGF-f dans les cellules épithéliales (Brandt et

al., 2003).

La prolifération dérégulée et la tumorigenéese surviennent suite a un dysfonctionnement

de la régulation du cycle cellulaire (Golias et al., 2004). Dans la plupart des cellules

épithéliales et endothéliales, le TGF-f est un fort inhibiteur de la prolifération cellulaire
(Blobe et al., 2000) (Figure 1.7).
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Figure 1.7 Le TGF-B comme cible thérapeutique. Dans les cellules saines, le TGF-§
agit en tant que suppresseur de tumeur en inhibant la prolifération cellulaire (G1) ou en
favorisant la différenciation cellulaire ou l'apoptose. Dans les premiers stades de la
tumorigenése, les divers composants de la voie de signalisation du TGF-f3 sont mutés,
ce qui rend la cellule résistante aux effets du TGF-B. Ces cellules cancéreuses
résistantes au TGF-f proliférent de maniére non régulée, ainsi que les cellules
stromales environnantes (fibroblastes), puis augmentent leur production de TGF-p.
Donc TGF-B, en agissant sur les cellules stromales environnantes, les cellules
immunitaires, les cellules endothéliales et épithéliales, provoque une
immunosuppression et une angiogenése et augmente le caractére invasif de la tumeur

(Adapté de Blobe, e al 2000).

1.8 Criblage et identification de composés immunomodulatoires

Une équipe de chercheurs de 1’Université de Montréal (UdeM) a récemment découvert
de nouvelles petites molécules (composés bioactifs) ayant des propriétés
antinéoplasiques (Fouda et al., 2017). Ces composés sont aussi des inhibiteurs
potentiels de lymphocytes T, car ils ont été identifiés a 1'aide d’un essai lymphocytaire
basé sur la fluorescence induite suite a l'activation du promoteur Nur77 (modéle de

souris transgénique Nur77-GFP) (Au-Yeung et al., 2014; Fouda et al., 2017) .

Afin d’identifier ces composés immunomodulatoires, cette équipe a d’abord sacrifié
plusieurs souris Nur77GFP femelle pour isoler sa rate. Suite a la génération d'une
suspension de splénocytes, les cellules T ont été isol€es, puis incubées avec 1TL-7
recombinante en présence de dynabeads (billes artificiel) les CD3/CD28. Cette
activation déclencher un signal GFP (signal vert). Douze heures plus tard, les
dynabeads sont enlevées avec un aimant, puis les cellules sont transférées dans une

plaque de 384 puits (Figure 1.8). Les cellules T sont incubées 24h avec des composés



provenant de la librairie de petites molécules de !’Institut de Recherche en

Immunologie et en Cancérologie de I’UdeM (IRIC). Ensuite, les cellules sont analysées

bases sur leur niveau de fluorescence (Fouda et al., 2017).

Nur77 est un géne précoce immédiat dont l'expression dans les cellules T est
rapidement augmentée par la signalisation du récepteur des cellules T (TCR). Donc, en
clonant le géne GFP sous le contréle du promoteur Nur77, on peut facilement
différencier les cellules activées suite a une stimulation de leur TCR (Ashouri et al.,
2017). Pour identifier les composés, 4 398 molécules ont été criblées afin d'identifier

leur effet inhibiteur sur le signal GFP dans les lymphocytes T (Figure 1.9).

Les signaux GFP ont été mesurés ainsi que les signaux Hoechst. Nous pouvons suivre
ce qui se passe dans l'activation des cellules T avec le signal GFP. Nous pouvons suivre
la survie cellulaire avec le signal Hoechst. Les deux signaux n’ont pas changé dans 4
383 composés sur les 4 398. En mesurant les deux types de signaux, GFP et Hoechst,
quatre groupes de composés, survie, activateur, inhibiteur, apoptose, ont été identifiés
selon leurs activités de T (voir la figure 1.9). Lorsque le signal GFP et le signal Hoechst
étaient trés élevés, on a appelé le composé survie. Lorsque le signal GFP était trés élevé
(activation de récepteur de cellules T trés élevé), mais sans changement dans le signal
Hoechst, on a appel€ le composé activateur. Lorsque le signal GFP diminuait et que le
signal Hoechst ne changeait pas, on a appelé le composé inhibiteur. Lorsque les deux
signaux diminuaient, on a appelé le composé apoptose (Figure 1.8). TACIMA-218

appartiennent au groupe de 1’apoptose.
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Cellules T non activées avec 0,5% de DMSO et 2 ng / ml d'IL-7 recombinante

Cellules T activés avec 0,5% de DMSO et 2 ng / ml d'IL-7 recombinante
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Figure 1.8 Disposition de la plaque de 384 puits. Chaque plaque utilisée dans le test
contenait trois groupes. Dans le premier groupe, les puits ont été chargés avec des
cellules T non-activées (controle négatif pour GFP de chaque c6té de la plaque; puits
A1-P1 et A24-P24), alors que le second groupe contenait des cellules T activées sans
médicament (contrdle positif pour la GFP; puits A2-P2 et A23-P23). Tous les puits
restants contenaient des lymphocytes T activés auxquels ont été€ ajoutés les composés
chimiques utilisés. Des exemples des signaux GFP et Hoechst sont présentés pour les

lymphocytes T non-activés et activés (Adapté de Fouda et al., 2017).
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Figure 1.9 Criblage & haut débit de petites molécules a 1'aide d’un essai lymphocytaire

basé sur la fluorescence. L'expression du géne Nur77 est régulée lors de la stimulation
par le récepteur des cellules T (TCR). Dans le modele de souris transgénique Nur77-
GFP, la modification de l'expression de la GFP est reflétée par I'activité du promoteur

Nur77 induite par la stimulation de TCR.

L’impact des molécules immunomodulatrices demeure néanmoins inconnu dans les
processus inflammatoires et d’acquisition d’un phénotype invasif ou métastatique via
la TEM et ’accumulation de dérivés réactifs de 1’oxygeéne (ROS). La TEM peut étre
activée dans les cellules cancéreuses par des ROS (Lu et al., 2019). Le mécanisme par
lequel le systtme immunitaire peut affecter la transition des cellules cancéreuses
épithéliales en cellules mésenchymateuses est encore méconnu. Cependant, nous
savons que certaines cytokines produites par un microenvironnement inflammatoire
peuvent favoriser la TEM (Ricciardi et al., 2015). L’un de ces composés, appelé
TACIMA-218, présente un effet inhibiteur plus fort que les autres composés dans
différentes lignées de cellules cancéreuses (En cours de publication). TACIMA-218

déclenche un effet pro-apoptotique et induit l'accumulation de ROS. Cette
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accumulation joue un r6le important dans le cancer et cet aspect est considéré dans le
développement de nouvelles molécules antinéoplasiques. Néanmoins, le mécanisme
d’action exact demeure inconnu. Par contre, ce processus s’inverse en présence des N-
acetylcysteine (NAC), de cystéine et de glutathion, un des agents antioxydants les plus
efficaces dans les cellules (En cours de publication). Nos résultats préliminaires
suggérent que TACIMA-218 cible les enzymes du métabolisme, en inhibant certaines
réactions métaboliques et en bloquant le recyclage des NADH et FADH,. Ces
cofacteurs sont importants, car ils servent comme donneurs de proton pour la chaine de
transport des électrons de la mitochondrie. En inhibant cette chaine, le potentiel
membranaire de la mitochondrie diminue, ce qui bloque les fonctions et l'intégrité
mitochondriale. Ces résultats ont d'importantes implications dans le développement de
nouveaux agents anti-cancéreux et serviront & mieux comprendre le mécanisme
d'action du composé afin de l'optimiser et de développer de nouveaux agents plus

spécifiques et plus puissants.

1.9 Corrélation entre la TEM et le stress oxydatif

Les ROS sont connues pour servir de seconds messagers dans les voies de transduction
des signaux intracellulaires dans divers processus cellulaires, notamment
l'inflammation, la progression du cycle cellulaire, I'apoptose et le cancer (Z. Wang et
al., 2010). De plus, les ROS ont été associés a des métastases tumorales impliquant les
processus de migration, d'invasion et d'angiogenése (Z. Wang et al., 2010). Les ROS,
générés en continue a partir de la chalne respiratoire mitochondriale, comprennent les
radicaux superoxydes (02 ), le peroxyde d'’hydrogéne (H202), le radical hydroxyle
(OH) et I'oxygene (O). Les NADPH oxydases sont un groupe d'enzymes associées aux
membranes plasmiques qui catalysent la production d'O2 - a partir d'oxygéne en

utilisant le NADPH comme donneur d'électrons. Les cellules de mammiferes possédent
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un systéme de défense antioxydant efficace, composé principalement d'enzymes, telles
que le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion S-
transférase (GST), la catalase et les peroxydases, ainsi que de petites molécules

d'antioxydantes, comme le glutathion (GSH), qui peut générer des ROS.

Les ROS peuvent activer diverses voies de signalisation, tels : I'AKT, la protéine kinase
B, la MAPK p38, les Rho-GTPases, les cascades Smads, la Ras-Raf-MEK-ERK
(kinase régulée par le signal extracellulaire), les transducteurs de signal et les
activateurs de la transcription (STAT) et la protéine kinase C (PKC) (Clerkin et al.,
2008; Nishikawa, 2008; J. Wang et al, 2008). Les ROS affectent également de
nombreuses autres cibles, telles que le facteur nucléaire-xB (NF-kB) et la p21 kinase.
Un certain nombre de génes ont été impliqués dans les voies de signalisation médiées
par les ROS, notamment les métalloprotéases matricielles (MMPs), les intégrines,
I'EGF, I'EGFR, le VEGF (facteur de croissance de l'endothélium vasculaire), le TGF-
B, HIF-1, HGF, les oxydases NADPH, p53, Bcl-2, caspase, etc. (Clerkin et al., 2008;
Goetz et al., 2008; Nishikawa, 2008; J. Wang et al., 2008). Le role des ROS dans les
processus de la TEM ou dans le cancer reste peu connu mais l'implication de la
signalisation ROS dans les processus de la TEM a été soulignée. Il a été montré que les
ROS jouent un réle clé dans la TEM induite par TGF-B1, principalement par
l'activation de MAPK p38, puis par I'activation de la voie Smad (Figure 1.10) (Rhyu et
al.,2005; Sanchez et al.,2009; Z. Wang et al., 2010). La plupart des tumeurs, y compris
les tumeurs ovariennes, sont exposées & des niveaux €levés de stress oxydatif (van der
Wijst et al., 2014).
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Figure 1.10 Schéma mécanistique montrant comment les ROS peuvent promouvoir la

progression de la TEM (Z. Wang et al., 2010).

Les conséquences d'un stress oxydatif & long terme pouvant étre dommageables, les
cellules disposent de mécanismes de défense importants contre le stress oxydatif,

notamment via le facteur de transcription Nrf2 (Kansanen et al., 2012).

Le stress oxydatif active le facteur de transcription antioxydant Nrf2, une protéine basic
leucine zipper (bZIP) qui régule I'expression des protéines antioxydants et qui
protégent, ainsi, des dommages oxydatifs provoqués par I’inflammation. Donc, en
réponse au stress oxydatif, les cellules induisent des enzymes qui interceptent les
antioxydants. Parmi ces enzymes, 1’Heme oxygenase-1 (HMOX]), la Thioredoxin
reductase -1 (TXNRD1), la NAD(P) H:quinone oxidoreductase (NQO1), la Superoxide
dismutase 1/2 (SOD1/2), la Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase (HPRT) et Beta-
actin (ACTB) en sont des membres bien connus (X. Cui et al., 2015; Gang et al., 2013;



Guo et al., 2013; H. Lee et al., 2015; Miao et al., 2009; Reichard et al., 2007; Siomek
et al., 2006; Visser et al., 2002). Dans la plupart des cancers de 1'ovaire, 1'activation de
Nrf2 a été observée (van der Wijst et al., 2014; van der Wijst et al., 2015). La

surexpression de Nrf2 peut promouvoir la résistance des cellules cancéreuses aux
agents chimiothérapeutiques (van der Wijst et al., 2015) car des niveaux plus élevés
d'antioxydants, GSH, ont été trouvés dans les cellules résistantes par rapport aux
cellules sensibles (Zeller et al., 1991). Le GSH a été décrit comme un antioxydant
important qui facilite la détoxification et I’excrétion de nombreux agents

chimiothérapeutiques (Akcay et al., 2005; Das et al., 2006).

Dans les paragraphes suivants sont décrits les éléments importants associés au stress
oxydatif. L'activation de HMOX-1 joue un rdle cl¢ dans la réponse anti-inflammatoire
et dans la survie cellulaire. L’induction de HMOX1, provoquée par le stress oxydatif,

est suivie par l'activation de Nrf2 (Loboda et al., 2016).

NQOI est associé a de nombreuses tumeurs solides, notamment celles affectant le
carcinome séreux et le carcinome endométrioide de 1’ovaire. NQO1 est fortement
exprimé dans les cellules cancéreuses (Atiomo et al., 2017; X. Cui et al., 2015). 1l est

bien connu pour réguler la génération de ROS (Gang et al., 2013).

SOD2 agit comme une premicre ligne de défense contre les dommages oxydatifs
mitochondriaux (Miao et al., 2009). 11 est pro-tumorigénique et métastatique dans les
cancers de I’ovaire. La voie de réponse au stress Nrf2 a été impliquée dans certains de
ces changements, notamment 1’augmentation de I'expression de SOD2 (Hemachandra

etal.,2015).

La cascade de phosphorylation de la voie AKT/GSK-38 a également été liée a une
activité accrue de Nrf2 (Kang et al., 2001; L. Wang et al., 2008). Plusieurs mécanismes

d'action ont été proposés pour expliquer le lien entre l'activité de I’ AKT/ SK-3 et
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l'activation de Nrf2. La premiére explication est que I'AKT1 activé stabilise Nrf2 via
sa phosphorylation. L’ AKT activé est capable d'inactiver GSK-3f par phosphorylation
(Jain et al., 2007). GSK-3p est responsable de 1’activation et de la translocation
nucléaire de Src-A, sous-famille des kinases Src et Fgr, qui sont importantes pour
I’exportation nucléaire de Nrf2. Donc, par inactivation de GSK-3f8, AKT peut stimuler
I’accumulation nucléaire de Nrf2 (Niture et al., 2017).
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CHAPITRE II

PROJET DE RECHERCHE

2.1 Problématique et hypothése de recherche

La particularité du cancer ovarien est son caractére « silencieux » qui entraine, par
conséquent, un diagnostic tardif et une inefficacité de la thérapie due a la
chimiorésistance. Des traitements comme 1’immunothérapie peuvent entrainer une
résistance et favoriser la TEM dans certains types de cancer (Chae et al., 2018). Les
liens entre la TEM et la réponse immunitaire contre le cancer ne sont encore que
partiellement établis, y compris les mécanismes par lesquels les cellules cancéreuses
peuvent surmonter des réponses immunitaires spécifiques entrainant leur survie et leur
croissance (Ricciardi et al., 2015). Il est important de comprendre les altérations du
microenvironnement tumoral médiées par l'infiltration des lymphocytes T au cours de
la TEM dans le cancer de 1’ovaire. Pour cela, il est essentiel de connaitre les
mécanismes impliqués dans 1’activation de la TEM afin de contrer le développement
du cancer de I’ovaire. Malgré l'avancement de nos connaissances, 1’aspect
immunomodulatoire est peu documenté sur des modeles cancéreux. Sur la base des
propriétés antinéoplasiques de TACIMA-218 dans différents types de cellules
cancéreuses, son rdle au niveau de la TEM n'a jamais été investigué. C’est pourquoi
nous formulons ainsi notre hypothése : Le composé¢ immunomodulateur, TACIMA-
218, peut antagoniser l'induction de la TEM, peut induire I’apoptose et inhiber la
migration cellulaire dans une lignée cellulaire ES-2 (chimiosensible) et SKOV-3

(chimiorésistante) de cancer ovarien humain.
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2.2 Objectifs de recherche

Dans la premiére partie de notre recherche, nous explorerons les effets de TACIMA-
218 sur la TEM induite par le TGF-f dans des mod¢les de carcinomes ovariens ES-2
et SKOV-3. Nous avons utilisé des marqueurs mésenchymateux pour valider la réponse
TEM induite par le TGF-B. Ainsi, nous mesurons l’expression de diverses
biomarqueurs associ€és a la TEM: Snail, Twist, Slug par électrophorése et
immunobuvardage de type Western. La survie cellulaire et le stress oxydatif ont aussi
été évalués par cytométrie de flux, suivie d’un marquage a 1’ Annexine-V-PI et APC
pour quantifier I’apoptose précoce et les niveaux de ROS. Enfin, la migration cellulaire

a été évaluée en temps réel par xCELLigence.
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CHAPITRE III

MATERIELS ET METHODES

3.1 Matériels

TACIMA-218 est acheté de Hit-2-leads. Les différentes lignées cellulaires humaines
d'adénocarcinome ovarien (ES-2 et SKOV-3) ont été achetées chez la compagnie
ATCC (American Type Culture Collection, QC, Canada). Le TGF-f humain
recombinant provenait de R & D Systems (Minneapolis, MN). Le TNF-a était I’EMD
Millipore (Gibbstown, NJ). L'anticorps monoclonal anti-Twistl était de Santa Cruz
Biotechnologies. Les anticorps contre Snail, Slug, GRP78, COX-2, GAPDH
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase), Vimentine, B-Catenine, NFkB105,
pNFkB105 et Akt, Phospho-JNK (9251), phospho-p38 MAPK (9211), ERK1/2 (9107),
JNK (9252), et p38 MAPK(9212) ont été obtenus chez Cell Signaling Technology
(Beverly, MA). L'anticorps anti-Fibronectine provenait de Sigma Aldrich (Oakville,
ON). Les anticorps anti-souris secondaires liés & la peroxydase de raifort (HRP), et
I’anti-lapin provenaient de Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA).
La migration cellulaire est effectuée a I’aide du Real-Time Cell Analyzer (RTCA) dual-
plate (DP), et du system xCELLigence (Roche Diagnostics, QC, CA). Les échantillons
protéiques sont dosés par micro-BCA (Pierce, Rockfort). L’extraction de I’ARN total
est effectuée avec du TRIzol (Invitrogen, Burlington, ON). La synthése d’ADNc est
réalisée avec le kit high capacity cDNA revers transcription (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Par la suite, la quantification des amplicons est réalisée par PCR en
temps réel avec du SYBR Green (Bio-Rad, cat. #170-8882, Missisauga, ON). Les

autres réactifs ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Oakville, ON). Les amorces
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proviennent de la compagnie QIAGEN (Valencia, CA). Les produits d’électrophorése
(Acrylamide, TEMED, APS, SDS) proviennent de Bio-Rad (Mississauga, ON). Les
agents anticancéreux comme Buthionine sulfoximine (BSO) et 3-mercaptopicolinate
(3-MPA) proviennent de de la compagnie SIGMA, mais sont fournis généreusement

par le docteur Moutih Rafei (UdeM).

3.2 Méthodes

3.2.1 Culture cellulaire

La lignée cellulaire de cancer ovarien ES-2 a été cultivée dans le milieu Macoy’s 5a
(Wisent, 317-010-CL, Saint-Bruno, QC, Canada) complété avec 10% de sérum bovin
feetal (FBS) (Hyclone Laboratories, Logan, UT), 100 unités/ml pénicilline et 100
mg/ml streptomycine (Wisent, #cat 450-202-EL). Les cellules ont été cultivées dans
des conditions physiologiques & 37 C* et 5 % CO2/95 % Oa. Les cellules ont été traitées
avec 10 ng/ml de TGF-f, 100 ng/ml TNF-a ou avec 1-30 pM de TACIMA-218.

Pour la déprivation en glutamine, les cellules ont été cultivées pendant 24 h, 48 h, 72 h
dans un milieu de culture Macoy’s 5a complet. Par la suite, les cellules ont été lavées
avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS), puis transférées dans un
milieu sans glutamine DMEM (Cellgrow, catalogue #15-017-CV, Burlington, ON)
contenant 10% FBS, 1% sodium pyruvate (Cellgro, catalogue #25-000-CI), 1%
acides aminés non essentiels (NEAA) pendant 24 h, 48 h, 72 h. Pour la déprivation en
glucose, les cellules ont été cultivées pendant 24 h, 48 h, 72 h dans un milieu de culture
Macoy’s 5a complet. Par la suite, les cellules ont été lavées avec une solution PBS,
puis transférées dans un milieu sans glucose RPMI-1640 (Cellgro, catalogue #15-017-

CV) contenant 10%
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FBS, 1% sodium pyruvate (Cellgro, catalogue #25-000-CI), 1% les acides aminés
non essentiels (NEAA) et 1% HEPES pendant 24 h, 48 h, 72 h.

3.2.2 Extraction d'ARN total, synthése d'ADNc et PCR en temps réel

Suite au traitement des cellules avec TACIMA-218 pendant 18 h, I’ARN total a été
extrait des cellules avec 1 ml TRizol. Par la suite, 200 pl de chloroforme ont été ajoutés,
suivi d'une agitation vigoureuse de 10 sec et le mélange a été incubé a la température
de la piéce pendant 3 min. Une centrifugation & 11,750 g 4 4°C pendant 15 min a été
effectuée et la phase supérieure a été récupérée. Un volume de 500 pl d'isopropanol a
été ajouté et le tout a été mélangé par inversion, et par la suite incubé a la température
de la piéce pendant 10 min. Une centrifugation de 10 min & 11,750g a 4 °C, a suivi. Le
surnageant a été jeté et le culot a été lavé avec 1 ml d’éthanol 75%, et puis il y a eu une
centrifugation de 5 min & 6, 610 g & 4°C et des tubes ont été séchés pendant 10 min et
I’ARN a été dissout dans 20 pl d’eau RNAse free. L’ARN obtenu a été¢ mesuré par
absorbance a une longueur d'onde de 260 nm, puis congelé a -80°C. En général, on
utilise 1 pg d'ARN total pour la synthése d'ADNc par transcription inverse (RT) avec
la trousse high capacity cDNA reverse transcription de Applied Biosystems (Foster
City, CA). Le programme RT est : 25°C pendant 10 min, 37°C pendant 120 min et
85°C pendant 5 min. L'expression génique a été¢ quantifiée par PCR en temps réel
(gPCR) en utilisant le mix SYBR Green (cat# 172-5201) de BioRad. Le programme
utilisé pour la qPCR: 95°C pendant 3 min, 39 cycles de 95°C pendant 10 sec suivi de
55°C pendant 30 sec; 95°C durant 10 sec; 65°C durant 5 sec et 95°C pendant 5 sec.
L’amplification des ADNc a été mesurée par fluorescence en utilisant un cycler (Bio-
Rad, Hercule, CA). Durant la réaction enzymatique, le logiciel iQ5 (Bio-Rad Hercule,
CA) affiche un graphique du signal de fluorescence versus le nombre de cycles de la

PCR. Les différences entre les valeurs des échantillons et celle des contrdles (GAPDH
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et PPIA) sont calculées en unité relative par le logiciel iQ5 Optical System Software
version 2.0 (Bio-Rad, Hercles, CA).

3.2.3 Lyse cellulaire

Aprés les traitements avec TGF-f a 10 ng/ml pendant 18 h ou avec TACIMA-218 &
une concentration de (2 uM, 4 uM, 8 uM). Les cellules ont ensuite été lavées avec une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS, PH 7.4). Par la suite les cellules ont été
lysées avec du tampon de lyse (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, | mM EDTA,
ImM Methyleneglycol-0, O'-bis(2-aminoethyl)-N, N, N', N'-tetraacetic acid (EGTA),
0.5%(vol/vol) Nonidet P-40 and 1 % (vol/vol) Triton X-100], contenant 1 mM de
fluorure de sodium (NaF), d’orthovanadate de sodium (NasVOs4) et un cocktail
d'inhibiteurs a protéases incubées sur la glace pendant 30 min. Enfin, la récolte
protéique s'est faite en prélevant les surnageant apres centrifugation & 12 000 g pendant

10 minutes a 4 °C.

3.2.4 Dosage des protéines

Les lysats protéiques ont été dosés par la méthode microBCA de Pierce (Rothfor IL,
Etats-Unis). L’expérience a été effectuée en triplicata. Par la suite, une courbe standard
a été effectuée avec différentes concentrations d'albumine sérique bovine (BSA). Le
volume de 150 pL a été considéré pour chaque échantillon. Ce volume de lysat a été,
par la suite, mélangé avec 150 pL de réactif microBCA dans une plaque de 96 puits.
Le tout a été incubé pendant 2 h & 37°C. Apres ’incubation, 1’absorbance des

échantillons a été mesurée & une longueur d’onde de 562 nm.
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3.2.5 Analyse de I’expression protéique par immunobuvardage

L’expression des marqueurs de la TEM a été €tudiée suite a un traitement au TGF-$
ainsi que I’effet du TACIMA-218. Apres la lyse cellulaire, les protéines ont été dosées
selon la méthode de microBCA, puis, mélangées avec un tampon d'échantillons 5X
pour électrophorése (62,5 mM Tris/HCI a pH 6.8, 10 % de glycérol, 2 % SDS, 5 % B-
mercaptoéthanol et 0,00625 % de bleu de bromophénol), puis chauffées a 95°C pendant
5 min. Par la suite, les échantillons ont été déposés sur un gel de polyacrylamide qui
comprend deux phases : séparation et entassement. Le gel de séparation contient 12,5
% d'acrylamide, 0,3% de N, N-méthyleéne-bis-acrylamide, 0,375 M de Tris/HCI a pH
8.8, 0,1 %de SDS, 0,5 mg/ml de TEMED et de 0,5 mg/ml d'APS (Ammonium
persulfate). Le gel d'entassement contient 3,8% d'acrylamide et 0,1 % N, N-méthyléne-
bis-acrylamide, 0,125 M de Tris/HCI pH 6.8, 0,1% de SDS, 0,5 mg/ml de TEMED et
0,5 mg/ml d'APS. La migration a été faite a 100 volts pendant 1 h puis & 120 volts
pendant 1 h. Par la suite, les protéines ont été transférées sur une membrane de
polyvinylidéne difluorure (PVDF). Cette membrane a été activée par le méthanol, lavée
avec de l'eau, et ensuite incubée au moins 10 min dans le tampon de transfert (96 mM
glycine, 10 mM Tris et 10 % de méthanol). Le transfert des protéines a été effectué
pendant 30 min a 100 volts. Enfin, une incubation pendant 1 h dans du tampon de
blocage Tris salin (TBS) (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI & pH 7.5) contenant 0,1%
de Tween-20 et 5% de lait en poudre a été faite.

3.2.6 Immunodétection des protéines

Les membranes de PVDF ont été lavées trois fois dans du TBS-Tween 20 (0,3 %)

pendant 10-15 min. Les membranes PVDF ont été incubées toute la nuit a 4°C avec
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l'anticorps primaire, ou 2 h a la température de la pi¢ce. Les membranes de PVDF ont
été encore lavées trois fois pendant 10-15 min et incubées avec 'anticorps secondaire
anti-lapin IGg ou anti- souris dans du TBS-Tween 20 (0,1 %) et 5 % de lait pendant 1
h a la température de la piéce. Ensuite, les membranes de PVDF ont été encore lavées
trois fois pendant 10-15 min avec la TBS-Tween 20 (0,3 %). Le matériel immunoréactif
a été visualisé en utilisant un systéme de détection ECL (Baie d'Urfé, QC, CA). Enfin,
les membranes PVDF ont été exposées & des films Fuji pour immunodétecter les
protéines spécifiques. Les bandes immunoréactives ont été€ quantifiées avec le logiciel

Image].

3.2.7 Migration cellulaire en temps réel

La migration des lignées cellulaires est effectuée avec le system xCELLigence (Roche
Diagnostics, QC). Apres 18 h de servage des lignées cellulaires dans un milieu sans
sérum, les cellules ont été trypsinisé€es puis ensemencées sur des plaques 16 puits CIM-
plates (Roche Diagnostics, QC). Dans cette expérience, avant 1'ensemencement des
cellules, le dessous de chaque puits de la chambre supérieure d’une plaque CIM a été
recouvert de 0,15% de gélatine et incubé pendant 1 h a 37°C. Ensuite, la gélatine a été
lavée avec du PBS. Par la suite, 250 000 cellules ont €té ajoutées dans chaque puits
sur la gélatine. La plaque a alors été incubée a 37°C dans une atmosphére humidifiée
contenant 5% de COg, pendant 1 h. Aprés cela, la chambre inférieure des puits a été
remplie d'un milieu sans sérum. On a alors procédé au traitement avec le TGF-$ (10
ng/ml) et TACIMA- 218 (1-8 uM). Aprées 1 h d’adhésion, la migration cellulaire a été

mesurée toutes les 5 min pendant 24 h.
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3.2.8 Mesure d’apoptose par cytométrie en flux

L’effet sur ’apoptose des cellules ES-2 en présence de 0 , 2uM , 4uM et 8uM de
TACIMA-218 a été déterminé par le test AnnexineV (PE AnnexineV Apoptosis
Detection Kit I). Selon le protocole du fabricant, les cellules des groupes contrdles et
TACIMA-218 ont été ensemencées dans des plaques a 6 puits. Apres le traitement de
18 h, les cellules ont été récoltées par grattage doux, lavées avec du PBS et culottées
par centrifugation. Par la suite, le tampon Annexine a été ajouté au culot. Puis 5 ul
d'AnnexineV et 5 ul de PI (Propidium Iodide) ont été ajoutés aux tubes et incubés a
37°C pendant 15 min. L’apoptose a été analysée a l'aide d'un cytométrie de flux et du
logiciel BD Accuri C6.

3.2.9 Mesure des ROS par cytométrie en flux

Pour détecter les espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) mitochondriales, en particulier
les superoxydes, le dosage a base de MitoSOX a été utilisé, a concentration de 5 uM
de réactifs. Les cellules ont été incubées 15 min a 37°C, dans le noir. Par la suite, 400
uL de FBS préchauffé 4 2% du PBS a été ajouté, puis, les cellules ont été resuspendues
dans 100 puL de 2% FBS / PBS. Enfin, les cellules ont été analysées par cytométrie en

flux.
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3.2.10 Analyse statistique

Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes ou plus. La
signification statistique a été évaluée a I'aide d’un test t de Student et a été utilisée pour
comparer l'effet sur les cellules traitées avec le composé par rapport au véhicule. Pour
comparer deux groupes ou plus avec le groupe contrdle, une analyse de variance avec
un facteur (ANOVA) a ét€ utilisée. Toutes les analyses statistiques et graphiques ont
été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 5.0b (San Diego, CA). Les

différences avec p <0,05 étaient considérées comme significatives.
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CHAPITRE IV

RESULTATS

4.1 Impact de TACIMA-218 sur la TEM

Afin de déterminer I’impact de TACIMA-218 sur la TEM, nous avons analysé
I’expression protéique des biomarqueurs impliqués dans la TEM, lorsque soumis a des
traitements avec le TACIMA-218, dans deux modéles de carcinomes ovariens stimulés
au TGF-B : une lignée chimiosensible ES-2, et une lignée chimiorésistante SKOV-3.
Les cellules ont été ensemencées et cultivées pendant 24 h, sevrées pendant 18 h, puis
pré-traitées avec 2 uM, 4 uM et 8 uM de composé et traitées au TGF-p pendant 18 h.
Les lysats ont été analysés par électrophorése, suivi d’un immunobuvardage de type
Western. Les résultats obtenus dans la Figure 4.1 montrent que I’inhibition de
I’expression de Twist par le composé est plus forte que I’inhibition par le TGF-B dans
les cellules ES-2. L’examen de la figure 4.1 montre des réponses plus complexes du
TACIMA-218 sur I’expression de Twist dans ces cellules. En absence de TGF-f,
TACIMA-218 provoque une réponse biphasique dans les cellules chimiosensibles ES-
2 avec une induction d’environ deux fois de I’expression de Twist pour des
concentrations de 2 et 4 uM suivi d’une forte inhibition a 8 pM (Figure 4.1 A et B).
L’ajout de TGF-P seul aux cellules ES-2 réduit le niveau de Twist d’environ la moitié
(Figure 4.1 A et B). Lorsque les cellules sont co-incubées avec le TGF-B et le
TACIMA-218, I’expression de Twist reste inchangée par rapport au contréle TGF-p
seul (Figure 4.1 A et B).

Nous remarquons aussi 1’inhibition de 1’expression de Twist par le TACIMA-218 et

par le TGF-B dans les cellules SKOV-3. De plus, les résultats montrent la diminution
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préférentielle de I’expression de Slug par TACIMA-218 et par le TGF-B dans les
cellules chimiosensibles ES-2 et dans les cellules chimiorésistantes SKOV-3 (Figure

4.1).
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Figure 4.1 Impact de TACIMA-218 sur I’expression des protéines impliquées dans la

TEM dans un modéle de carcinome ovarien chimiosensible ES-2 et chimioresistant

SKOV-3, stimulée au TGF-p et avec TACIMA-218 pendant 18 h (A). Quantification

de I’expression protéique par densitométrie (B).
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4.2 Effet de TACIMA-218 sur la voie de signalisation AKT/GSK-3f

Afin d’étudier I’effet de TACIMA-218 au niveau de I’expression protéique de GSK-
3B et AKT, les cellules ES-2 et SKOV-3 ont été ensemencées et cultivées pendant 24
h, sevrées pendant 1 h, puis traitées avec 8 uM TACIMA-218 pendant 0 a 30 min. Les
lysats ont été analysés par électrophorése suivi d’un immunobuvardage de type
Western. Les résultats obtenus dans la figure 4.2 montrent que GSK-3f semble étre
phosphorylé par le TACIMA-218 dans les cellules ES-2 et SKOV-3. Enfin, La
phosphorylation d’AKT semble diminuée par TACIMA-218, dans les cellules SKOV-
3 (Figure 4.2 B et C). Dans nos expériences, P-AKT n’était pas exprimé dans la lignée
ES-2.
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Figure 4.2 Impact de TACIMA-218 sur la voie de signalisation AKT (A) et GSK-38
(B) dans les cellules ES-2 et SKOV-3, stimulées avec TACIMA-218 (8 u) pendant 0-
30 min. Quantification de I’expression P-AKT et P-GSK-38 (C).
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4.3 Impact de TACIMA-218 sur la voie de signalisation MAPK p38

Pour examiner l'activation de p38, une analyse par immunobuvardage a €té réalisée
afin de détecter la forme phosphorylée de p38 avec un anticorps anti-phospho-p38
(Thr180/Tyr182). L’effet de TACIMA-218 au niveau de 1’expression protéique a été
étudié dans les cellules ES-2 et SKOV-3. Les cellules ont été ensemencées et cultivées
pendant 24 h, sevrées pendant 1 h, puis traitées avec 8§ uM de TACIMA-218 pendant
une durée de 0 4 30 min. Les lysats ont été analysés par une électrophorese suivi d’un
immunobuvardage de type Western. Les résultats obtenus, dans la Figure 4.3 A (voir
la quantification dans la Figure 4.3 B) montrent que la phosphorylation de p38 est
amplifiée lorsque les cellules ES-2 sont traitées avec TACIMA-218. Par contre, la
phosphorylation semble diminuée légérement lorsque les cellules SKOV-3 sont traitées
avec TACIMA-218 (Figure 4.3 A et B).
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Figure 4.3 Impact de TACIMA-218 sur la voie de signalisation MAPK p38 dans les
cellules ES-2 et SKOV-3 traitées avec TACIMA-218 (8 uM) pendant 0 & 30 min (A),

Quantification (B).
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4.4 Effet de TACIMA-218 sur la migration des cellules ES-2 et SKOV-3

La capacité migratoire peut nous donner une indication sur la capacité des cellules
cancéreuses a quitter une tumeur initiale, pour ensuite envahir d’autres parties du corps.
Afin de déterminer si TACIMA-218 a la capacité d’inhiber la migration cellulaire, nous
avons traité les cellules avec différentes concentrations du TACIMA-218 (2 uM, 4
uM, 8 uM), puis analysé la migration cellulaire par le syst¢tme xCELLigence. Dans la
Figure 4.4, nous montrons la quantification de la migration relative des cellules en
fonction du temps. On observe une inhibition marquée de la migration cellulaire
dépendante de la concentration de TACIMA-218 dans les deux lignées. Dans la figure
4.4, nous observons que les 2 lignées cellulaires ES-2 et SKOV-3 semblent elles avoir

la méme sensibilité face a 1’action inhibitrice du TACIMA-218 sur la migration.
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Figure 4.4 Impact de TACIMA-218 sur la migration des cellules ES-2 et SKOV-3.
L’effet de TACIMA-218 sur le pouvoir migratoire des cellules ES-2 et SKOV-3 en

fonction du temps.
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4.5 Effet de TACIMA-218 sur la mort cellulaire ES-2 et SKOV-3

Afin d’évaluer I’effet de TACIMA-218 sur I’apoptose, nous avons fait une analyse de
la mort cellulaire par cytométrie de flux. Les analyses de cytométrie de flux
permettaient de bien distinguer le pic correspondant & la mort cellulaire. Pour ce faire,
les cellules ES-2 et SKOV-3 ont été traitées avec 8 uM de TACIMA-218 pendant 24
h. Nous avons, par la suite, vérifié la mort cellulaire des cellules ES-2 et SKOV-3 par
microscopie (Figure 4.5 C). Nous constatons que le traitement des cellules ES-2 avec
TACIMA-218 permet d’induire I’apoptose (Figure 4.5 A et C), la mort cellulaire dans
les cellules SKOV-3 traitées reste cependant similaire & la condition contrdle (Figure

45 B)
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Figure 4.5 Analyse de la mort cellulaire induite par TACIMA-218 (8 puM) par
cytométrie en flux dans les cellules ES-2 (A) et SKOV-3 (B. Une vérification de la

mort cellulaire des cellules ES-2 et SKOV-3 par microscopie (C).
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4.6 Effet coopératif de TACIMA-218 avec BSO et 3-MPA

Afin de déterminer le niveau d’inhibition de TACIMA-218 sur les cellules cancéreuses,
nous avons évalué I’action coopérative de TACIMA-218 avec d’autres agents
anticancéreux comme Buthionine sulfoximine (BSO), une sulfoximine qui réduit les
niveaux de glutathion et, 3-mercaptopicolinate (3-MPA), un inhibiteur de
phosphoenolpyruvate carboxykinase, utilisé actuellement dans le traitement du cancer
de I’ovaire. Afin d’évaluer ’effet de BSO et de 3-MPA avec le TACIMA-218 sur
I’apoptose, nous avons analysé la mort cellulaire par cytométrie en flux. Pour ce faire,
les cellules ES-2 et SKOV-3 ont été prétraitées avec 0.5 mM de 3-MPA et 1 mM de
BSO pendant 1 h. Par la suite, les cellules ES-2 et SKOV-3 ont été traitées avec 8§ uM
de TACIMA-218 pendant 24 h.

Dans les cellules ES-2, nous constatons une forte induction de 1’apoptose & 100%
lorsque nous avons prétraité les cellules avec BSO, 3-MPA et puis traité les cellules
avec TACIMA-218. Nous constatons également une forte induction de 1’apoptose a
100% lorsque nous avons prétraité les cellules avec 3-MPA et puis traité les cellules
avec TACIMA-218. Nous observons une induction de I’apoptose & 87% lorsque nous
avons prétraité les cellules avec BSO et puis traité les cellules avec TACIMA-218.
L’induction de I’apoptose est a 47% lorsque nous avons prétraité les cellules avec BSO
et 3-MPA. L’effet seul de TACIMA-218 sur I’induction de ’apoptose est de 30%.
L’effet seul de BSO et 3-MPA est de 66% et 37%. Les résultats globaux de cette
analyse nous montrent une augmentation de I’induction de 1’apoptose lorsque nous
avons utilisé d’autres agents anticancéreux avec le TACIMA-218. Par contre, nous
n’observons aucun changement dans les cellules SKOV-3 par rapport a la condition

contrdle.
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Figure 4.6 Analyse de la mort cellulaire induite par TACIMA-218, BSO, 3MPA et les
différentes combinaisons des trois composés, par cytométrie en flux dans les cellules

ES-2 (A) et SKOV-3 (B)
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4.7 Effet de TACIMA-218 sur la génération des ROS

Pour détecter les ROS mitochondriales, en particulier les superoxydes, nous avons
effectué un dosage avec MitoSOX. Apres 24 h de traitement, les lignées ES-2 et
SKOV-3 ont été traitées avec TACIMA-218 (8 uM), ensuite, les cellules ont été
récoltées et colorées avec le réactif rouge de MitoSOX. Les résultats obtenus, dans la
Figure 4.7, montrent que les ROS s’¢levaient dans les cellules ES-2, suite au traitement
avec TACIMA-218. Par contre, les niveaux de ROS dans les cellules SKOV-3 traitées

restent similaires a la condition contrdle (Figure 4.7.B).
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Figure 4.7 Mesure de la génération de ROS dans les cellules ES-2 et SKOV-3 par
cytométrie en flux (A), Quantification (B).
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4.8 FEtude de la prolifération des cellules ES-2 et SKOV-3 dans le contexte d’une

déprivation de glucose ou de glutamine

Pour bien comprendre 1’importance du métabolisme de la glutamine et du glucose dans
le maintien de la survie des cellules cancéreuses, et également pour comprendre les
caractéristiques chimiorésistantes ou chimiosensibles des cellules ES-2 et SKOV-3,
nous avons réalisé un essai de prolifération par comptage cellulaire pendant 24 h, 48 h,
72 h. Les cellules ES-2 et SKOV-3 ont été cultivées pendant 24 h dans un milieu
complet. Par la suite, les cellules ont été transférées dans un milieu sans glucose ou
sans glutamine pendant 24 h, 48 h, 72 h. La prolifération de chacune des lignées semble
différer selon les conditions de traitement. Dans les cellules ES-2, nous avons observé
que la déplétion de glutamine, en présence de glucose (glut /gluc®), inhibait fortement
la croissance et allait jusqu’a entrainer la mort compléte des cellules ES-2, aprés 48 h
(ce qui montre de la cytotoxicité). Par contre, dans les cellules SKOV-3 nous avons
observé que cette méme déplétion de glutamine, en présence de glucose (glut7/gluc*)
affectait moins significativement la croissance. Par opposition, dans un milieu déplété
en glucose, en présence de glutamine (gluc/glut’), la croissance était moins
significativement inhibée chez ES-2 que chez SKOV-3, ou ’on a constaté la mort
compléte des cellules aprés 48 h. Nos résultats suggérent que les cellules SKOV-3
dépendent principalement du glucose pour leur croissance, alors qu’ES-2 dépendent de

la glutamine (Figure 4.8).
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Figure 4.8 Prolifération des cellules ES-2 et SKOV-3, dans le contexte d’une

déprivation de glucose ou de glutamine.
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4.9 Expression génique des marqueurs associés au stress oxydatif

Afin de déterminer si TACIMA-218 avait la capacité d’induire 1’expression
d’antioxydants impliqués dans la réponse au stress oxydatif, nous avons analysé
I’expression génique de marqueurs de stress oxydatifs des cellules ES-2 et SKOV-3.
Pour ce faire, les cellules ES-2 et SKOV-3 sont traitées pendant 18 h dans un milieu
sans sérum, pour les échantillons contrdles, ou traitées avec 2 uM, 4 uM, 8 uM de
TACIMA-218. L’expression génique est mesurée par RT-qPCR. Les résultats obtenus,
illustrés dans la Figure 4.9, montrent une forte augmentation de 1’expression génique
de HOMX1, ainsi qu’une augmentation légére de NQO1 et SOD2 dans les cellules ES-
2 traitées, par rapport aux autres marqueurs. Nous observons également qu’il n’y a pas
de différences significatives de ’expression de SOD1, TXNRD1, HPRT et f-Actine

entre les deux lignées cellulaires (Figure 4.9).
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Figure 4.9 Analyse de I’expression génique des biomarqueurs impliqués dans le stress

oxydatif dans les cellules ES-2 et SKOV-3.



68

CHAPITRE V

DISCUSSION

Le cancer ovarien est malheureusement souvent diagnostiqué a un stade tardif. La
plupart des patientes sont alors déja atteintes de métastases (Société Canadienne du
Cancer, 2018). La chimiorésistance limite le succés d’un traitement thérapeutique et
représente le principal défi dans le traitement du cancer de l'ovaire. Bien que les
mécanismes exacts de la chimiorésistance et des métastases du cancer de 1’ovaire ne
soient toujours pas clairs, de plus en plus d’évidences suggéerent que la TEM est un
processus clé dans le développement de la résistance a la chimiothérapie, de la récidive
tumorale et de la formation de métastases, chez des patientes atteintes du cancer de
I’ovaire (Nuti et al., 2014). Ainsi, une équipe de chercheurs a ’'UdeM a récemment
découvert de nouvelles petites molécules ayant des propriétés antinéoplasiques a l'aide
d’un essai lymphocytaire basé sur la fluorescence (Fouda et al., 2017). L’utilisation de
cet essai convient aux programmes de découverte de médicaments explorant de
grandes banques de produits chimiques avant de poursuivre d'autres études de
validation in vitro/ in vivo (Fouda et al., 2017). Dans ce but, nous avons voulu tester
une molécule immunomodulatrice sur la TEM associée a la métastase afin d’évaluer
son effet dans les deux lignées cellulaires de cancer ovarien chimiosensible ES-2 et
chimiorésistances SKOV-3. Parmi ces composés, TACIMA-218 présente un effet
inhibiteur plus fort dans différentes lignées de cellules cancéreuses comme EL-4
(leucémie lymphoide T) (En cours de publication). Ainsi, nous nous sommes intéressés
a découvrir le mécanisme d'action de TACIMA-218 afin d’optimiser et développer de

nouveaux agents plus spécifiques pour le cancer.
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Cibler la TEM dans le traitement du cancer de l'ovaire

Des recherches préliminaires ont démontré qu'il existe une relation étroite entre la TEM
et la chimiorésistance dans le cancer de I’ovaire (Deng et al., 2016). Comprendre les
mécanismes de la chimiorésistance dans le cancer de l'ovaire pourrait nous permettre
de prédire la progression de la maladie (Davidson et al., 2014; Marchini et al., 2013).
Aussi, le ciblage de la TEM est prometteur pour améliorer les traitements actuels du
cancer de l'ovaire et prolonger la survie des patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire
récurrent (Kajiyama et al., 2007). Dans ce but, au cours de nos travaux et pour
comprendre le réle des composés immunomodulatoires dans le mécanisme impliqué
dans l’activation de la TEM, nous avons d’abord étudié plusieurs composés
immunomodulatoires afin d'évaluer leurs effets seuls ou avec le TGF-f dans la lignée
cellulaire chimiosensible ES-2 et chimiorésistante SKOV-3. Nous avons sélectionné
les résultats d’un composé en particulier présentant des effets prometteurs, le
TACIMA-218. Le pouvoir inhibiteur de TACIMA-218 sur les biomarqueurs
mésenchymateux (Figure 4.1.B) et sur la migration cellulaire (Figure 4.4), suggére que
TACIMA-218 est un compos€¢ immunomodulatoire prometteur dans la prévention de
la TEM et de la métastase. Nos résultats obtenus sur inhibition des marqueurs la TEM,
par TACIMA-218 dans la lignée cellulaire ES-2 et SKOV-3 sont supportés par la
phosphorylation de GSK-38; une protéine de signalisation impliquée dans la TEM et
nécessaire au maintien de l'architecture épithéliale (Bachelder et al., 2005). Les
résultats sont concluants avec notre hypothése, TACIMA-218 peut diminuer
I’expression des marqueurs impliqués dans la TEM, en inhibant la voie de signalisation
GSK3p (Figure 5.2). Nos résultats représentent une avancée importante dans la
recherche puisqu'ils apportent de nouvelles données sur l'effet chimiopréventif de
TACIMA-218 sur la TEM.

L'activation de la voie MAPK par le TACIMA-218
La famille des MAP kinases p38 joue un rdle crucial dans le destin des cellules. Les

p38 MAPK sont activés en réponse au stress cellulaire et semblent exercer a la fois des
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fonctions protectrices et pro-apoptotiques (Hseu et al., 2012; Kennedy et al., 2007).
MAPK p38 a été montré pour induire I’apoptose dans certaines cellules, mais empéche,
toutefois, 1'apoptose dans d'autres (Bradham et al., 2006). Pour mieux comprendre la
voie d’apoptose activée par TACIMA-218, nous avons étudi€ la voie de MAPK p38.
Nos résultats dans la Figure 4.3 B, sont en corrélation avec les autres observations
d’apoptose et la mesure des ROS. Par conséquent, nous concluons que 1’activation de
p38 MAPK pourrait étre impliquée dans 1’apoptose induite par le TACIMA-218 dans
les cellules ES-2.

L’induction de I’apoptose par le TACIMA-218

Puisque la résistance a I’apoptose est une caractéristique essentielle souvent acquise
par les cellules cancéreuses, il est important d’étudier les voies de 1’apoptose et de la
résistance pour comprendre la sensibilité des cellules a la mort cellulaires (Hanahan et
al., 2000). Pour comprendre le potentiel antiprolifératif de TACIMA-218, nous avons
voulu étudier I’induction de la mort cellulaire. Par conséquent, I’induction de
I’apoptose dans la lignée cellulaire ES-2 par TACIMA-218 (Figure 4.5 A) est supportée
par I’augmentation de P-p38 de fagon dose dépendante (Figure 4.3 B).

En outre, nous avons constaté que TACIMA-218 inhibe I’activation d’ AKT, une kinase
jouant un réle dans la survie des cellules (Fresno Vara et al., 2004). Les perturbations
d'AKT peuvent exercer une fonction importante dans le cancer chez I'homme. Il est
maintenant bien établi que I’activation d’AKT favorise la survie cellulaire, en
phosphorylant GSK-3f et en inhibant ainsi la voie de signalisation (Fresno Vara et al.,
2004; McCubrey et al, 2014). Nous avons observé une diminution de la
phosphorylation d’AKT, dans les cellules SKOV-3 traitées avec TACIMA-218,
accompagné d’une phosphorylation basale de GSK-3f, ce qui suggére que, dans les
cellules SKOV-3, TACIMA-218 inactive la voie AKT responsable de la survie et

permet ainsi d’activer la mort cellulaire. Au contraire, dans les cellules ES-2, ¢’est une
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inhibition directe la voie de GSK3-B, indépendamment de AKT, qui entraine un arrét

de la croissance cellulaire et I’apoptose.

L ’effet des prétraitements de BSO et 3-MPA avec TACIMA-218

Le glutathion (GSH) a souvent été¢ impliqué dans le mécanisme de résistance aux
médicaments anticancéreux au platine dans les cellules ES-2 et SKOV-3 (Jazaeri et al.,
2013; Mistry et al., 1993). 11 a également ét€¢ démontré que des lignées cellulaires de
cancer de l'ovaire humain provenant de patients résistants aux médicaments

augmentaient les niveaux de glutathion (Jazaeri et al., 2013; Mistry et al., 1993).

De plus, la baisse des taux de GSH avec la BSO réduit les niveaux de GSH dans le
traitement du cancer de I’ovaire (Fojo et al., 1987; K. S. Lee et al., 1992). Dans ce but,
nous avons montré 1’action coopérative de TACIMA-218 avec d’autres agents utilisés
dans le traitement du cancer de I’ovaire tels BSO et 3-MPA (Figure 4.6). Les résultats
confirment que I’effet de TACIMA-218 avec BSO dans les cellules ES-2 ménent & une
forte induction de 1’apoptose contrairement aux cellules SKOV-3. Ces résultats
peuvent expliquer en partic que TACIMA-218 puisse bloquer la voie de la glutamine
et les cellules ES-2 dépendent de la glutaminolyse et, par la suite, elles peuvent générer

les ROS (Figure 5.1).



72

BSO+TACIMA-218

out
L popePePeRePsded
DM“?
n
| GsH

l

'ROS —_> lApoptose

Figure 5.1 Schéma proposé basé sur nos conclusions et la littérature pour expliquer

I’effet de BSO avec TACIMA-218 associé au stress oxydatif dans les cellules ES-2.

La phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) est bien connue pour son rdle dans
la gluconéogenese (Montal et al., 2015). 3-MPA, qui est inhibiteur de PEPCK, est
également utilisé dans le traitement du cancer (Carroll et al., 2015; Liu et al., 2018).
Dans ce but, nous avons montré 1’action coopérative de TACIMA-218 avec 3-MPA
dans la Figure 4.6, suggéré que 1’induction de I’apoptose par TACIMA-218 et avec 3-
MPA dans les cellules ES-2 est plus forte par rapport au traitement avec le 3-MPA seul.

Lorsque l'utilisation de la voie de la glutamine est inhibée, les cellules s'adaptent en
passant par la voie du glucose en tant que source de nutriments (Choo et al., 2010; Le
et al.,2012; Lim et al., 2014). A I'inverse, lorsque l'utilisation du glucose est bloquée,
les cellules augmentent leur utilisation de la glutamine ou d'autres sources de
nutriments. Cela permet aux cellules cancéreuses de s’adapter métaboliquement pour
proliférer et survivre au stress associ€ & la réduction de la disponibilité des nutriments

afin de satisfaire les exigences bioénergétiques et anaboliques (Montal et al., 2015).
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Par conséquent, cibler la capacité des cellules cancéreuses a utiliser le glucose et la
glutamine fournirait un avantage thérapeutique significatif. Dans ce but, les résultats

dans la Figure 4.6 peuvent expliquer en partie comment TACIMA-218 peut coopérer
avec BSO et 3-MPA pour bloquer les deux sources majeures de carbone et d’énergie,

en induisant les ROS dans les cellules ES-2.

TACIMA-218 induit l'apoptose par la génération de ROS et 'activation de p38 MAPK
Il a été suggéré que de nombreux médicaments anticancéreux générent des ROS, qui
provoquent l'apoptose induite par le stress oxydatif dans les cellules cancéreuses
(Ozben, 2007). La TEM peut étre activée dans les cellules cancéreuses par des ROS
(Kinugasa et al., 2015; Lu et al., 2019), alors que ce mécanisme de TEM médié par les
ROS n'est pas complétement compris (Lu et al., 2019; Z. Wang et al., 2010). Par
conséquent, nous résultats suggérent que cibler les ROS par TACIMA-218 (Figure 4.7)
conduirait 4 une altération des caractéristiques de la TEM (Figure 4.1) ou tuerait les

cellules cancéreuses (Figure 4.5 C).

L'interaction entre 'activation de p38 MAP kinase et la formation de ROS n'est pas
vraiment claire, mais une formation de ROS contribue a l'activation de p38 MAP kinase
(Corre et al., 2017). Par conséquent, nos résultats obtenus sur I'accumulation de ROS
intracellulaire dans les cellules ES-2 (Figure 4.7) nous permettent de supposer que
TACIMA-218 induit la phosphorylation de p38 et induit I’apoptose via 1’accumulation
de ROS (Figure 5.2).

De plus, étant donné l'interaction entre l'inactivation de GSK-3p et la formation de ROS
(Z. Wang et al., 2010), nos résultats obtenus sur 'accumulation de ROS intracellulaire
dans les cellules ES-2 et SKOV-3 confirment que TACIMA-218 inactive la voie de
GSK-3 et par la suite inhibe la TEM (Figure 5.2).
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Figure 5.2 TACIMA-218 induit la mort cellulaire, 1'apoptose dans les cellules
chimiosensible ES-2 et également inhibe la TEM dans les cellules ES-2 et SKOV-

3 de cancer de l'ovaire.

La glutamine favorise la croissance cellulaire des cellules cancéreuses de l'ovaire ES-
2

La glutamine est 1’acide aminé le plus courant dans les tissus et dans le plasma, et il
représente une source majeure de carbone et d’énergie dans les cellules cancéreuses
(Helmlinger et al., 2002). La déprivation d'oxygéne et de glucose, due a une circulation
sanguine insuffisante, peut réduire la survie et la prolifération des cellules cancéreuses

dans les tumeurs solides (Helmlinger et al., 2002; H. Lee et al., 2015). L’impact de la
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déprivation de glutamine sur la prolifération des cellules cancéreuses de l'ovaire est
cependant moins bien caractérisé. Pour cela, comprendre les effets de la déprivation en
glutamine sur la croissance cellulaire est nécessaire pour bien comprendre I'importance
du métabolisme de la glutamine dans le maintien de la survie des cellules cancéreuses
(Yuan et al., 2015). Dans ce but, pour mieux comprendre quelle source de carbone
utilisent les cellules ES-2 et SKOV-3, nous avons voulu étudier les effets de la
glutamine et du glucose sur la croissance des cellules cancéreuses de l'ovaire. De plus,
le métabolisme du glucose et de la glutamine peut réguler l'induction de la TEM (8.
Y. Lee et al., 2016; Morandi et al., 2017) et en altérant le métabolisme de la glutamine
on peut contrer l'induction de la TEM médiée par des facteurs de croissance (par
exemple, TGF-B) (Morandi et al., 2017). L’analyse de I’expression génique dans les
cellules ES-2 et SKOV-3, dans le contexte d’une déprivation de glucose et glutamine,
nous permet de comprendre la raison pour laquelle les deux cellules présentent des
caractéristiques chimiorésistantes ou chimiosensibles. Par conséquent, les résultats
obtenus dans la figure 4.8 suggérent que les cellules SKOV-3 dépendent
principalement du glucose comme source de carbone pour leur croissance, alors que

les cellules ES-2 dépendent plut6t de la glutamine.

De plus, l'activité de la glutaminase (GLS), premi¢re enzyme de la glutaminolyse, ainsi
que son niveau dans le milieu est en corrélation directe avec la prolifération des cellules
cancéreuses (Kim et al., 2014). Nos résultats suggerent que les cellules ES-2 dépendent
de la glutaminolyse, et par la suite, elles peuvent générer le GSH et des ROS. Par
conséquent, le ciblage du métabolisme de la glutamine pourrait constituer une stratégie
efficace pour bloquer la TEM et donc réduire les capacités invasives des cellules

cancéreuses ES-2.
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Corrélation entre le TACIMA-218 et stress oxydatif

Au sein de notre étude, I’analyse de 1’expression génique par RT-qPCR, suite a un
traitement par TACIMA-218 dans des cellules ES-2 et SKOV-3, permet de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires employés par cet antagoniste dans son action
anti-cancéreuse. Des génes régulés par Nrf2 tels que HMOX1, NQO1, SOD2, SODI1,
TXNRDlet HPRT, sont de bons candidats pour étudier le stress oxydatif dans les
cellules cancéreuses. Suite éu traitement avec TACIMA-218, les cellules ES-2 ont
démontré une forte augmentation de I’expression génique de HOMX1 (Figure 4.9) et
de I’expression protéique de P-GSK-3p (Figure 4.2.C). Contrairement aux cellules
SKOV-3 traitées avec le TACIMA-218, ou l’altération des niveaux d’expression
génique HOMX1 et d’expression protéique de P-GSK-3f était moins prononcée. Ce
qui suggere qu’en inactivant la voie de GSK-3B/AKT, les cellules peuvent stimuler
I’accumulation nucléaire de Nrf2, par la suite, amplifier HOMXI1 et enfin, générer du
stress oxydatif. NQO1 était surexprimé dans le carcinome ovarien (X. Cui et al., 2015;
Siegel et al., 2000). Nous avons démontré que l'activité de NQO1 augmentait aprés
I'exposition des cellules au TACIMA-218 dans les deux lignées cellulaires mais
légérement dans les SKOV-3. L’expression de SOD2 dans notre modele d’étude ES-2,
suggere que la voie de réponse au stress Nrf2 a été impliquée dans 1’augmentation de
I'expression de SOD2 (Figure 5.3). Etant donné que 1’on n’a pas évalué 1’expression de
tous les génes régulés par Nrf2, le mécanisme d’action de TACIMA-218 reste toujours

inconnu.
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Figure 5.3 Schéma récapitulatif de ’effet de TACIMA-218 sur le stress oxydatif,

I’induction de I’apoptose et dans la migration cellulaire.
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CHAPITRE VI

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le but de ce projet de recherche a été de déterminer un réle antinéoplasique de
TACIMA-218 dans les deux lignées cancéreuses ovariennes qui se caractérisent pour
étre soit sensibles (ES-2), soit résistantes (SKOV-3) a la chimiothérapie. Notre étude a
permis de constater la puissante inhibition de la prolifération et de la migration

cellulaire par TACIMA-218 chez des cellules de cancer de 1’ovaire. Le pouvoir

inhibiteur de TACIMA-218 sur la voie AKT/GSK-3p/ Slug-Twist suggere que celui-

ci a la capacité d’inhiber le processus de la TEM et la formation de métastases.

Nos résultats démontrent qu’un traitement avec TACIMA-218 induit la
phosphorylation de p38, MAPK connue pour induire 1’apoptose dans certaines cellules
soumises & un stress cellulaire. Le traitement a aussi été corrélé avec 1’induction d’un
pic d’apoptose chez les cellules ES-2, ainsi qu’une élévation de I’expression des génes
associés au stress oxydatif. On peut supposer que les propriétés antinéoplasiques de
TACIMA-218 s’expliquent par sa capacité a élever le niveau global de ROS et, par le
fait méme, activer la voie MAPK p38.

Nos expériences nous ont permis de mieux comprendre le mécanisme d'action de notre
composé, des connaissances précieuses qui permettront peut-étre de développer de
nouveaux agents anti-cancéreux plus spécifiques. De plus, plusieurs expériences
complémentaires pourraient étre réalisées telles qu’étudier le cycle cellulaire ou encore
étudier I’expression de plusieurs autres biomarqueurs protéiques impliqués dans la
TEM dans d’autres lignées cellulaires de cancers ovariens pour trouver le mécanisme
d’action de TACIMA-218, étudier I’expression génique et protéique de Nrf2 dans les
cellules Es-2 et SKOV-3, ou encore tester TACIMA-218 in vivo sur les souris.
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