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RESUME

Les cancers ovariens représentent les malignités gynécologiques les plus mortelles. La
majorité des cas sont diagnostiqués en stades avancés (III/IV), avec une forte
dissémination métastatique. On reconnait a présent I’implication de la transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT) dans 1’acquisition d’un phénotype métastatique par
les cellules cancéreuses.

Dans ce mémoire, nous avons tenté d’évaluer la capacité de ’EGCG ainsi que de sept
autres catéchines dérivées du thé vert a prévenir ’EMT et I’invasion dans un mode¢le
de carcinome ovarien ES-2. Dans une premicre étude, nous avons démontré que les
catéchines possédant une fonction galloyle (CG, GCG, ECG, EGCQG) avaient la
capacité de prévenir I’induction de ’EMT chez ES-2, en empéchant la phosphorylation
de Smad-3 et la subséquente expression des biomarqueurs de I’EMT : Snail, Slug,
Fibronectine, Vimentine et MMP-2. En paralléle, ces catéchines pouvaient prévenir la
migration cellulaire et le mimétisme vasculogénique (VM). Dans une deuxiéme étude,
nous avons montré que d’autres antioxydants, composés d’une fonction galloyle,
pouvaient démontrer cette méme activité inhibitrice sur 1’induction de I’EMT. Par
résonnance plasmonique de surface (SPR), nous avons montré que nos composés
pouvaient s’associer directement au TGF-f récepteur 1 (TGF-BR1), puis empécher la
phosphorylation du substrat Smad-3 dans un essai enzymatique. Finalement, nous
avons caractérisé le site de liaison prédictif de nos composés galloylés, par amarrage
moléculaire computationnel, au site de liaison de I’ATP du TGF-BR1. Ce site de liaison
était similaire a celui occupé par I'inhibiteur compétitif de I’ATP de TGF-BR1, le
Galunisertib.

En sommes, nos résultats proposent donc que les catéchines du the vert et les molécules
galloylées exercent une activité anti-métastasique en liant le domaine kinase de TGF-
BR1 et empéchant la liaison de I’ATP, antagonisant ainsi la signalisation du TGF-f et
I’EMT, par un mécanisme d’action similaire au Galunirsertib. Nous proposons que la
fonction galloyle permet une spécificité de liaison au domaine kinase de TGF-R.

Mots clés
Cancer ¢épithélial de I’ovaire, Catéchines gallates, Chimiotactisme, Smad-3, TGF-fR1,
Transition épithélio-mésenchymateuse.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Le cancer

1.1.1 Généralités

Le cancer, ce fléau pour la sant¢ humaine, a pris des proportions planétaires et
représente toujours un défi de taille, malgré I’importance de la recherche et des percées
scientifiques réalisées. Selon les estimations du World Health Organization (WHO), le
cancer reste la premicre cause de mort prématurée et représente, a ce jour, la seule
barriére majeure a la possibilité d’accroitre I’espérance de vie (Bray et al., 2018). Le
cancer est un terme généralement employé pour désigner un ensemble de pathologies
pouvant toucher n’importe quel tissu de I’organisme. Il existe plus de 200 types de
cancers différents (Lodish et al., 2000). La maladie prend place lorsque des cellules
d’un tissu en particulier ne répondent plus aux signaux qui régulent la différenciation,
la survie, la prolifération et la mort. Conséquemment, ces cellules, insensibles a ces
signaux, auront la possibilité de croitre de fagon incontrolée, s’accumuler dans les
tissus, générer de I'inflammation et des dommages locaux et, dans certains cas, se
propager dans l’organisme sous forme de métastases (Lodish ef al, 2000). Les
métastases sont la cause premicre de morbidité et de mortalité des cancers : on estime
que les métastases sont responsables d’environ 90% des déces liés au cancer (Chaffer

et Weinberg, 2011).



1.1.2 Epidémiologie

Le cancer est une cause majeure de déces dans le monde, responsable de 1 déces sur 6.
Il a été estimé qu’en 2018, 18.1 millions de nouvelles personnes se sont vues
diagnostiquer un cancer, et 9.6 millions en sont décédées (World Health Organization,
2018). Au Canada, c’est 220 400 personnes qui ont regu un diagnostic de cancer en
2019, et 82 100 qui en sont décédées (Canadian Cancer Society, 2019; Société
Canadienne du Cancer, 2019). Un Canadien au cours de sa vie a une chance sur deux
d’étre atteint d’un cancer et une chance sur quatre d’en décéder (Société Canadienne
du Cancer, 2019). Le cancer du poumon est le cancer le plus diagnostiqué (11,6% des
cas) et le plus mortel (18,4% de tous les déces reliés au cancer), suivi de trés pres par
le cancer du sein (11,6%), de la prostate (7,1%) et colorectal (6,1%) pour I’incidence,
puis le cancer colorectal (9,2%), de I’estomac (8,2%) et du foie (8,2%) pour la
mortalité. Pour les hommes, aprés le cancer du poumon, les types de cancer les plus
fréquents sont le cancer de la prostate, suivi du cancer colorectal et les cancers les plus
mortels sont I’estomac et le foie. Chez les femmes, le cancer du sein est le type le plus
diagnostiqué et le plus mortel. Il s’en suit le cancer colorectal et du poumon en termes
d’incidence et vice-versa pour la mortalité. Le cancer cervical obtient le 4e rang, a la

fois pour I’incidence et la mortalité (Bray ef al., 2018).

L’incidence et la mortalité du cancer augmentent rapidement a travers le monde et I’on
prévoit que ce fardeau continuera de grandir, particuliecrement dans les pays moins
développés, 1a ou 82% de la population résident. Les causes sont complexes, mais le
reflet d’une population a la fois grandissante et vieillissante, ainsi que des changements
dans la distribution et la prévalence des facteurs de risques principaux, dont une bonne
partie sont associ€s au développement socio-économique, pourraient étre mis en cause
(Bray et al., 2018). L adoption d’habitudes de vie connues pour augmenter le risque de
développer un cancer, telles que le tabagisme, une alimentation peu variée, la

sédentarité, les changements reproductifs (faible parité et premiére grossesse en age



avancé¢) sont connus pour favoriser grandement 1’incidence dans les pays en voie de
développement économique (Torre et al., 2015). L ascension de la maladie au sein des
économies émergentes est accompagnée par une transition caractéristique des types de
cancers les plus communément retrouvés, notamment une réduction des types de
cancers associés a la pauvreté et aux infections (cervical, estomac, foie), par rapport a
une plus haute fréquence des types de cancers déja retrouvés dans les pays les plus
développés (sein, prostate, colorectal). Ces types de cancers sont souvent associés a ce
que ’on désigne d’une occidentalisation du mode de vie (Bray ef al, 2018). La
disparité entre les pays a « Indice de Développement Humain » (HDI) bas ou moyen
contre ceux a HDI ¢€levé et trés élevé est encore omniprésente (Figure 1.1). Alors que
I’incidence de tous les types de cancers combinés est pres de deux fois plus élevée dans
les pays développés, certains types sont jusqu’a 2 a 3 fois plus fréquents. La différence
de mortalité entre ces deux régions est toutefois beaucoup moins marquée (Bray ef al.,
2018). Cette disparité est le reflet des différences dans les pratiques de détection et dans
I’accessibilité aux traitements entre les deux régions, entrainant une plus grande fatalité
de plusieurs types de cancer chez les pays a HDI plus faible (Bray et al., 2018; Torre
etal.,2015).
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Figure 1.1 Taux d’incidence et de mortalité des cancers dans les régions présentant un
indice de développement humain (HDI) élevé/tres élevé versus faible/moyen chez les
hommes (A) et les femmes (B). Les 15 cancers les plus fréquents en 2018 sont présentés
en ordre décroissant d’incidence, standardis¢ sur 1’age. (Adapté de Bray et al., 2018)



1.2 Généralités sur les cancers ovariens

Le cancer épithélial de I’ovaire est une malignité hautement morbide. C’est le cancer
gynécologique qui obtient souvent le pire pronostic et offre les moins bonnes chances
de survie (Coburn et al., 2017). Malgré la recherche intensive dirigée vers des
traitements améliorés et de meilleures méthodes de détection, la majorité des femmes
diagnostiquées continuent de succomber a cette maladie (Hunn et Rodriguez, 2012).
Les progres dans la lutte contre le cancer ovarien sont difficiles en raison du diagnostic
tardif, souvent en stade avancé, étant donné qu’il est souvent asymptomatique au début
de la maladie. L’absence de thérapie hautement efficace et la forte hétérogénéité
moléculaire des tumeurs nuisent également grandement aux chances de guérison

(American Cancer Society, 2011).

1.2.1 Statistiques

Le cancer ovarien, malgré sa faible fréquence, reste la malignité gynécologique la plus
mortelle. Chaque année dans le monde, il est estimé que 225 500 cas de cancers
ovariens seront diagnostiqués et que 140 200 femmes succomberont a la maladie. Ceci
représente la 7° forme la plus commune de cancer, et la 8° cause majeure de déces relié
au cancer chez les femmes dans le monde (Ferlay et al., 2015; Jemal et al., 2011). Chez
les nations occidentales, toutefois, cette maladie représente la 5° cause de déces par le
cancer chez les femmes. Au Canada, la Société¢ Canadienne du Cancer estime que 3,000
femmes auraient été diagnostiquées avec un cancer de I’ovaire en 2019 et que 1,900 en
sont mortes (Société Canadienne du Cancer, 2019). Bien que les chances de survie
aient considérablement augmenté depuis les 50 derni€res années, les probabilités de
survie au cancer de 1’ovaire sont demeurées relativement faibles. Aux Etats-Unis, on
estime que le taux de survie de plus de 5 ans est d’approximativement 47,7% (SEER,

2018).



1.2.2 Stadification AJCC/FIGO

La stadification est une maniére de classifier un cas de cancer d’apres 1’étendue de la
maladie dans le corps au moment du diagnostic. Le stade est déterminé en fonction de
la taille de la tumeur primaire, ainsi que d’apres son degré de propagation aux tissus
environnants et aux autres parties du corps. Le systtme TNM (tumeur, nceud,
métastase) est une méthode reconnue dans le monde pour classer 1’étendue anatomique
de la maladie. Le systeme TNM permet de décrire le stade de la plupart des tumeurs
solides, mais il n’est pas utilisé pour déterminer le stade des tumeurs de 1’encéphale ou
du systéme nerveux central, des cancers du sang et du systéme lymphatique (leucémie,
myélome multiple) ainsi que de certains cancers infantiles. La lettre T renvoie a la taille
de la tumeur primaire ainsi qu’a toute invasion locale. La valeur de T va généralement
de 1 (plus faible taille ou volume) a 4 (plus grande taille ou volume). N indique si le
cancer a atteint les nceuds (ou ganglions) lymphatiques. La valeur de N peut aller de 0
(aucune atteinte) a 3 (envahissement). M indique si le cancer s’est étendu (métastasé)
a une autre partie du corps. La valeur de M est soit de 0 (aucune métastase), soit de 1
(présence de meétastases) (American Cancer Society, 2018). Les détails des
classifications FIGO et AJCC pour le cancer de ’ovaire sont présentés dans le tableau

1.1.



Stade
AJCC/FIGO

Sous-classification
TNM

Définition du stade

T1,N0,M0

- Le cancer est limité a I’ovaire (ou les ovaires) ou aux tubes utérins.
- Pas de propagation dans les ganglions lymphatiques (NO) ou a un site distal
(MO).

IA

T1a,NO,M0

- Le cancer est dans un ovaire (ou deux ovaires) et la tumeur est confinée a
I’intérieur de cet ovaire; ou bien, le cancer est dans un des tubes utérins.

- Il n’y a pas de cancer sur la surface externe de ’ovaire ou du tube utérin.

- Aucune cellule cancéreuse n’est retrouvée dans les fluides (ascites) ou les
lavages de I’abdomen et du pelvis (T1a).

- Pas de propagation dans les ganglions lymphatiques (NO) ou a un site distal
(MO).

IB

T1b,N0,M0

- Le cancer est présent dans les deux ovaires ou les tubes utérins.

- Aucune cellule cancéreuse n’est retrouvée dans les fluides (ascites) ou les
lavages de I’abdomen et du pelvis (T1b).

- Pas de propagation dans les ganglions lymphatiques (NO) ou a un site distal
(MO).

IC

T1¢,NO,M0

- Le cancer est dans un ovaire (ou deux ovaires) ou dans les tubes utérins et 1’une
des caractéristiques suivantes est présente :

e Le tissu (capsule) entourant la tumeur s’est perforé durant la chirurgie, ce
qui a permis aux cellules cancéreuses de se propager dans I’abdomen et le
pelvis (déversement chirurgical). Ceci correspond au stade IC1.

e Le cancer est sur la surface externe d’au moins une des ovaires ou des tubes
utérins ou la capsule (tissu entourant la tumeur) a éclaté avant la chirurgie
(ce qui a permis aux cellules cancéreuses de se déverser dans 1’abdomen et
le pelvis). Ceci correspond au stade IC2.

e Les cellules cancéreuses se retrouvent dans les fluides (ascites) ou dans les
lavements de 1I’abdomen et du pelvis. Ceci correspond au stade IC3.

- Pas de propagation dans les ganglions lymphatiques (NO) ou a un site distal
(MO).
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T2.NO,MO

- Le cancer est dans un ovaire (ou deux ovaires) ou dans les tubes utérins et s’est
propagé dans d’autres organes (tels que 1’utérus, la vessie, le colon sigmoide ou
le rectum) compris dans la région pelvienne ou il y a carcinose péritonéale
primitive (T2).

- Pas de propagation dans les ganglions lymphatiques (NO) ou a un site distal
(MO).

ITA

T2a,NO,M0

- Le cancer s’est propagé dans 1’utérus ou les tubes utérins, ou les ovaires.
- Pas de propagation dans les ganglions lymphatiques (NO) ou a un site distal
(MO).

1B

T2b,N0,M0

- Le cancer est sur la surface externe ou s’est propagé dans d’autres organes
compris dans la région pelvienne (tels que la vessie, le colon sigmoide ou le
rectum) (T2b).

- Pas de propagation dans les ganglions lymphatiques (NO) ou a un site distal
(MO).

IITA1

T1/T2,N1,M0

- Le cancer est dans un ovaire (ou deux ovaires) ou les tubes utérins ou il y a
carcinose péritonéale primitive (T1), et il y a possibilité que le cancer se soit
répandu dans d’autres organes de la région pelvienne (T2).

- Le cancer s’est répandu dans les ganglions lymphatiques rétropéritonéals
(pelvien et/ou para-aortique) seulement (T2).

- Il n’y a pas de propagation a des sites distaux (MO).




11A2 T3a,NO / N1,M0 - Le cancer est dans un ovaire (ou deux ovaires) ou les tubes utérins ou il y a
carcinose péritonéale primitive et il y a propagation dans d’autres organes de la
région pelvienne.

- Durant la chirurgie, aucune tumeur n’est visible a I’ceil nu dans I’abdomen (en
dehors du pelvis), toutefois des petits dépots de cancer sont retrouvés sur la paroi
de la cavité abdominale aprés examen en laboratoire (T3a).

- Le cancer pourrait s’étre propagé dans les ganglions lymphatiques
rétropéritonéals ou pas (NO ou N1), mais il n’y a pas de propagation a des sites
distaux (MO).

I1IB T3b,NO / N1,M0 - Le cancer est dans un ovaire (ou deux ovaires) ou les tubes utérins, ou il y a
carcinose péritonéale primitive ou propagation dans les organes en dehors du
pelvis.

- Les dépots cancéreux sont assez larges pour étre visibles par le chirurgien, mais
pas plus grands que 2 cm de large (T3b).

- Le cancer pourrait s’étre propagé dans les ganglions lymphatiques
rétropéritonéals ou pas (NO ou N1), mais il n’y a pas de propagation a des sites
distaux (MO).

IIC T3¢,NO / N1,M0 - Le cancer est dans un ovaire (ou deux ovaires) ou les tubes utérins, ou il y a
carcinose péritonéale primitive et propagation dans les organes en dehors du
pelvis.

- Les dépots cancéreux font plus de 2 cm de large et peuvent se retrouver sur
I’extérieur de la capsule du foie et de la rate (T3c).

- Le cancer pourrait s’étre propagé dans les ganglions lymphatiques
rétropéritonéals ou pas (NO ou N1), mais il n’y a pas de propagation a des sites

distaux (MO).
IVA T (toutes valeurs) / | - Les cellules malignes sont retrouvées dans les fluides autour des poumons
N (toutes valeurs) / | (Epanchement pleural malin), il n’y a pas de propagation dans le foie, la rate,
Mla I’intestin ou les ganglions lymphatiques en dehors de I’abdomen (M1a).
IVB T (toutes valeurs) / | - Le cancer s’est propagé a I’intérieur de la rate ou du foie, aux ganglions
N (toutes valeurs) / | lymphatiques autres que les ganglions lymphatiques rétropéritonéals, et/ou aux
Mi1b organes ou tissus en dehors de la cavité péritonéales, dans les poumons ou les os
par exemple (M1b).

Tableau 1.1 Le systeme de stadification des cancers AJCC et FIGO pour le cancer de
I’ovaire. Le stade principal ainsi que la sous-classification TNM et la description
médicale qui lui correspond. Adapté de (American Cancer Society, 2018)



1.2.3 Classification histologique

Le cancer de l’ovaire est une maladie fortement hétérogéne tant au niveau
morphologique que moléculaire, une classification histologique est nécessaire et
complémente la classification selon I’étendue présentée ci-haut (Blagden, 2015). La
classification établie par le WHO classe les tumeurs ovariennes selon le type cellulaire
d’origine : cellules épithéliales, cellules germinales ou du mésenchyme (cordon sexuel,

stroma) (Kaku et al., 2003).

Les carcinomes (tumeurs épithéliales malignes) représentent, a eux seuls, environ les
deux tiers de tous les néoplasmes ovariens et une portion encore plus significative de
tous les néoplasmes malins (90%) (McCluggage, 2011). Les carcinomes peuvent étre
a nouveau classés en plusieurs sous-types histologiques, selon leur morphologie et leur
architecture tissulaire : tumeur séreuse, tumeur endométrioide, tumeur a cellules
claires, tumeur mucineuse, tumeur Brenner maligne et tumeur a histologie mixte
(Figure 1.2). Parmi les sous-types épithéliaux, prés du deux tiers sont classifiés comme
séreux (McCluggage, 2011; Meinhold-Heerlein et al., 2016). Bien que I’ensemble de
ces sous-types soit associ¢ a la méme pathologie, on observe depuis longtemps que la
nature histologique de ces tumeurs ne correspond pas nécessairement aux tissus
ovariens (Lengyel, 2010). Des études récentes suggerent une origine extra-ovarienne
chez plusieurs tumeurs mucineuses, ainsi que les carcinomes a cellules claires et
endométrioides : ces dernieres seraient en fait respectivement dérivées de tumeurs
métastatiques intestinales et de Iésions endométriosiques (Lengyel, 2010; Riopel ez al.,

1999).
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*Traditionally, well differentiated (low-grade) serous tumors were thought to progress to
moderately and, ultimately, poorly differentiated (high-grade) serous carcinomas;

+tMixed epithelial histologies is no longer included in the 2014 WHO classifications of ovarian
cancer.

Figure 1.2 Classification histologique du cancer ovarien. Classification et prévalence
des sous-types histologiques du cancer épithélial de I’ovaire. (Rojas et al., 2016)
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1.2.4 Classification de Kurman et Shih

Les récentes tentatives de caractérisation du cancer €pithélial de 1I’ovaire (EOC), d’une
perspective génétique et moléculaire ont mené a une facon alternative de classer la
maladie en un mod¢le dualistique. Ce mode¢le, initialement introduit par Kurman et
Shih en 2004, est maintenant officiellement reconnu par le WHO pour la classification
des tumeurs de I’appareil reproducteur féminin (Kurman et al., 2014; Shih Ie et
Kurman, 2004). Le modéle sépare 1’ensemble des carcinomes ovariens en deux
catégories : type 1 ou type 2. Le néoplasme de type 1 se développe en plusieurs étapes
a partir de I1ésions prémalignes ou « borderlines ». D’un point de vue génétique, ces
tumeurs présentent fréquemment des altérations des voies de signalisations
oncogéniques RAS-MAPK et PI3K-AKT, mais sont, autrement, génétiquement stables
et expriment la protéine p53 de fagon intacte (Kurman et al., 2014). D’une perspective
clinique, ces tumeurs se retrouvent typiquement sous forme de larges néoplasmes
cystiques qui croissent de fagon indolente, mais ont un excellent pronostic lorsqu’ils
sont confinés a I’ovaire (Kurman et al., 2014). Les néoplasmes de type 1 peuvent
inclure les sous-types séreux de bas grade, mucineux, a cellules claires et a cellules
transitionnelles (Brenner) (Kurman ef al., 2014). Par opposition, la catégorie type 2 se
démarque par une manifestation largement plus agressive. Contrairement au type 1, on
ne retrouve pas de 1ésions précurseuses, les néoplasmes se développent donc de novo
a partir du tube utérin ou de 1’épithélium de ’ovaire (Koshiyama et al., 2014). Les
tumeurs se développent rapidement et sont généralement largement disséminées,
menant a un pauvre pronostic (Kurman et al., 2014). Au niveau génétique, ces tumeurs
sont caractérisées par leurs mutations du facteur de transcription p53, ainsi que leur
forte instabilit¢ génomique, due généralement a des défectuosités des voies de
signalisation impliquées dans la réparation de ’ADN (Kurman et al., 2014). On croyait
traditionnellement que le cancer de type 2 évoluait a partir du type 1. On comprend
maintenant qu’il s’agit de deux pathologies distinctes (Kurman, 2013). Cette nouvelle

classification facilite grandement le pronostic et donne également des indices sur
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I’origine et les mécanismes de formation de ces tumeurs (Kurman et Shih, 2016;

McCluggage, 2011).

1.2.5 Carcinomes ovariens de type 1

1.2.5.1 Les carcinomes mucineux

Macroscopiquement, ces tumeurs tendent a étre les plus volumineuses de toutes les
tumeurs ovariennes (Kaku er al., 2003). Les cystoadénomes mucineux, les plus
communs, se définissent comme un néoplasme cystique uniloculaire avec une paroi
mince, lisse, remplie de fluides mucineux. Les tumeurs « borderlines » présentent
souvent des papilles et des zones solides (Kaku ef al., 2003). Au niveau microscopique,
les tumeurs mucineuses sont caractérisées par des glandes et des kystes accoudés a des
cellules ¢épithéliales prismatiques contenant une abondance de mucine
intracytoplasmique (Kaku et al., 2003). Qu’ils soient bénins, borderlines ou malins, un
profil mutagéne semble étre partagé entre les carcinomes mucineux, qui les distinguent
des autres types de cancers €pithéliaux de I’ovaire : les mutations de KRAS au codon
12 et 13 semblent étre plus fréquentes, tandis que p53 et BRCA sont plus rarement
atteints (Brown et Frumovitz, 2014; Gemignani et al., 2003) (Figure 1.3).

1.2.5.2 Les carcinomes endométrioides et a cellules claires

Les tumeurs endométrioides sont caractérisées par une combinaison d’éléments
épithéliaux et stromaux, présentant des similitudes avec 1’endometre (Kaku et al.,
2003). Le sous-type a cellules claires, quant a lui, est défini par la présence de cellules
d’apparence claire renfermant une forte abondance de glycogene cytoplasmique ainsi
que des cellules ayant une morphologie hobnail (Kaku et al., 2003). On suspecte que
les carcinomes endométrioides et a cellules claires se forment a partir de I’endométriose
de I’ovaire (Horiuchi et al., 2003). La carcinogenese associée aux kystes d’origine

endométriosique est fortement influencée par le microenvironnement de la tumeur



13

(Yamaguchi et al., 2008). Ces kystes sont particulierement assujettis au stress oxydatif
et a I’hypoxie et, par conséquent, a des dommages persistant a I’ADN et a la capacité
de réparation de ce dernier (Meng et al., 2005). Dans le cas des tumeurs a cellules
claires, on retrouve fréquemment des mutations somatiques dans le géne suppresseur
de tumeur ARID1A, impliqué dans le remodelage de la chromatine (Abou-Taleb et al.,
2016).

1.2.5.3 Les carcinomes séreux de bas grade

Bien que les tumeurs séreuses soient les carcinomes les plus communs, les carcinomes
de bas grade de ce type sont trés rares (Singer ef al., 2005). Les carcinomes séreux de
bas grade sont génétiquement stables et présentent peu de mutations, ils progressent
lentement et de fagon graduelle (Singer ef al., 2005). On émet 1’hypothése qu’ils se
forment a partir d’inclusions épithéliales ovariennes soumises a de la métaplasie
Miillérienne, de résidus embryologiques du canal de Miiller proximal ou encore du tube

utérin (Dubeau, 2008; Feeley et Wells, 2001; Kurman et Shih, 2011; Lauchlan, 1972).

1.2.6 Carcinomes ovariens de type 2

1.2.6.1 Les carcinomes séreux de haut grade

Les carcinomes séreux sont habituellement larges et souvent bilatéraux. Ils peuvent
démontrer une combinaison de kystes, papilles et croissances solides. La tumeur croit
sur la surface de I’ovaire et va aussi fréquemment pénétrer la capsule ovarienne. Les
cas de nécrose et d’hémorragie sont communs dans les carcinomes séreux (Kaku et al.,
2003). Le cancer ovarien séreux de haut grade (HGSOC) est le plus fréquent de tous
les cancers ovariens et aussi celui qui présente la propagation la plus agressive et le
pire pronostic. A lui seul, il est responsable d’environ 70-80% de tous les décés associés
au cancer de I’ovaire (Bowtell et al., 2015; Kurman et al., 2014). Ce type de tumeur se

développe de novo a partir du tube utérin ou de 1’épithélium de la surface de I’ovaire
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(Koshiyama et al., 2017). On retrouve des mutations du gene TP53 dans pres de 80%
des cas (Cho et Shih Ie, 2009). Les réarrangements chromosomiques, reflétant une
importante instabilité génétique, sont également tres fréquents. L’index de prolifération

Ki67 de cellules est ¢élevé (50-75%) (Christie et Oehler, 2006).

Low grade Serous

B Clear cell

TP53;
High grade Serous BRCAI1/2

Endometrioid

Mucinous

= Clear cell = Endometrioid = Mucinous = High grade Serous = Low grade Serous

Figure 1.3 Disparité des geénes les plus fréquemment mutés entre les sous-types
histologiques du cancer épithélial de I’ovaire. Les mutations de TP53 et BRCA1/2 font
partie de la signature génétique habituelle du sous-type séreux de haut grade, les
mutations de PIK3CA et KRAS dominent dans les sous-types mucineux et a cellules
claires. Le sous-type endométrioide présente des similarités histologiques et
moléculaires avec le cancer de I’endomeétre. Il partage des mutations de PTEN,
PIK3CA, ARIDIA, KRAS, PPP21 et CTNNBI, dont aucune n’apparait de fagon
dominante. La fréquence des mutations différe également entre les deux pathologies.
(Kim et al., 2018)
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1.2.7 Facteurs de risque

Etant donné que la majorité des cancers de ’ovaire sont détectés en stade avancé, les
biomarqueurs précoces associés aux premiers stades du développement de la maladie
restent méconnus. L’estimation des facteurs de risque est basée principalement sur les
données épidémiologiques (Hunn et Rodriguez, 2012). On observe notamment que
I’incidence peut €tre influencée par 1’age et 1’ethnicité. Comme la plupart des cancers
épithéliaux, le risque de cancer épithélial ovarien tend a augmenter avec 1’age, celui-ci
est particulierement infréquent chez les femmes préménopausées. Le cancer ovarien de
la lignée germinale fait 1’exception en se manifestant principalement chez les jeunes
femmes (Webb et Jordan, 2017). L’incidence est également plus grande chez les
femmes caucasiennes non hispaniques (SEER, 2018). Une part de génétique semble
donc favoriser I’apparition de la maladie. En comparaison a la population normale, les
porteuses d’une mutation au géne BRCA 1 ont 44% de chance de développer un cancer
ovarien avant 70 ans, tandis que le risque est de 27%, pour celles qui ont une mutation
de BRCA 2 (Ford et al., 1998). Le type retrouvé chez ces patientes est bien souvent un
carcinome séreux de haut grade (Webb et Jordan, 2017). D’autres genes ont aussi
démontré avoir une implication dans I’incidence de la maladie : BRIP1, RADIC et
RADI1D. Des mutations de ces geénes entrainent un risque respectif de développer un
cancer de ’ovaire de 5,8%, 5,2% et 12% (Ramus et al., 2015; Song et al., 2015).
D’autres variations geénétiques des genes : BARDI, CHEK2, MRE11A, RADS0,
PALB2 et ATM, impliqués dans la recombinaison homologue et la réparation de
I’ADN, ont également été associés a cette pathologie (Norquist ef al., 2016; Ramus et

al., 2015).

L’endométriose prédispose certaines femmes a développer un carcinome de 1’ovaire,
principalement les sous-types endométrioides et a cellules claires (Webb et Jordan,
2017). Le risque de développer un cancer de 1’ovaire est aussi corrélé au nombre de

cycles d’ovulations qu’une femme aurait eu au cours de sa vie (Webb et Jordan, 2017).
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Par exemple, une ménarche précoce et une ménopause tardive ont été associées a un
risque plus grand d’étre atteint (Gong et al., 2013; Wentzensen et al., 2016). La
grossesse, I’allaitement, la ligature des trompes et la prise de contraceptifs hormonaux
(cestrogeéne combiné a de la progestérone), qui contribuent a empécher I’ovulation,
diminuent parallelement de 30% le risque d’étre touché par un cancer de 1’ovaire (Luan
et al., 2013; Wentzensen et al., 2016). Par opposition, le recours a la thérapie
hormonale avec de I’cestrogéne augmente les chances de contracter la maladie
(Wentzensen et al., 2016). Plusieurs études démontrent parallélement que 1’épithélium
de I’ovaire répond aux signaux hormonaux. Il a ét¢ démontré que la progestine, par
exemple, induisait I’apoptose au niveau de I’épithélium de l’ovaire (Hunn et
Rodriguez, 2012). Par opposition, il a ét¢ avancé que 1’cestrogeéne et les androgénes
auraient des effets stimulants et favorisaient le risque de cancer ovarien, tandis que les
rétinoides, les anti-inflammatoires non astéroidaux et la vitamine D auraient plutot des
effets préventifs (Hunn et Rodriguez, 2012). On observe également une incidence
amplifiée chez les populations €loignées de I’équateur, ou I’exposition lumineuse et,
par conséquent, la syntheése de vitamine D est limitée (Salazar-Martinez et al., 2002).
D’autres facteurs de risques potentiels tels que 1’obésité, une mauvaise alimentation, le
diabete, le tabagisme, ainsi que I’usage de talc sur la région périnéale sont soupconnés.
II a toutefois été difficile de montrer leur réel impact de facon définitive (Hunn et

Rodriguez, 2012; Webb et Jordan, 2017).

1.2.8 Traitements

Les traitements actuels de premiére ligne du cancer de ’ovaire consistent en une
opération de réduction tumorale suivie de traitements de chimiothérapie a base de
platine, habituellement une combinaison de carboplatine et de paclitaxel. Les cancers
ovariens sont hautement sensibles a la chimiothérapie, particuliérement celle a base de
platines. Bien que la plupart de ces traitements menent a la rémission compléte des

patientes, la récurrence de la maladie est aussi fréquente (Gadducci et al., 2019).



17

1.2.8.1 Chirurgie

La chirurgie est déterminante dans le traitement du cancer de I’ovaire. L’objectif de la
chirurgie est de réaliser une cytoréduction macroscopique optimale de la tumeur. La
chirurgie permet aussi 1’analyse des tissus prélevés, pour une confirmation du
diagnostic initial, ainsi qu’une classification histologique et une stadification compléte
de la tumeur (Basta et al., 2016). L’évaluation du stade est effectuée en accord avec les
différents degrés chirurgico-pathologiques établis par le systétme FIGO, avec une
inspection des différents organes, une série de lavages de la surface péritonéale et des
biopsies (Basta ef al., 2016). Le succes de la cytoréduction jouera un role crucial dans
la survie de la patiente. La cytoréduction optimale ne devrait pas laisser plus de 1 cm?
de mati¢re cancéreuse résiduelle (Foley er al., 2013). Une chirurgie laissant une
quantité supérieure de masse tumorale, occasionne un risque de récurrence estimé a 80-
85%, contre 60-70% pour une matiére résiduelle de <1 cm?® (Foley et al., 2013).
Cependant, selon les nouvelles recommandations de la Société Européenne
d'Oncologie Gynécologique (ESGO), la chirurgie devrait viser une ¢limination
complete de résidus macroscopiques malins (ESGO, 2016). La cytoréduction compléte
des cas avancés (stades III/IV) est toutefois difficilement réalisable en raison de lésions
métastatiques disparates et inopérables (Basta ef al., 2016; Jayson et al., 2014). Les
techniques chirurgicales pour les cas plus agressifs comprennent 1’extraction par bloc
de tous les tissus cancéreux visibles, incluant les organes reproductifs, le colon
sigmoide en passant parfois par une péritonectomie et une omentectomie complete

(Lengyel, 2010; Matulonis et al., 2016).

1.2.8.2 Chimiothérapie

La chimiothérapie fait partie du traitement standard de premiere ligne du cancer de

I’ovaire. Apres la chirurgie, les patientes recoivent 6 traitements intraveineux de
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platines/taxanes tous les 21 jours. Seules les patientes avec des cas de stades 1A/IB
avec des tumeurs classées G1/G2 échappent a la chimiothérapie. Les patientes qui ont
initialement des tumeurs inopérables recoivent la chimiothérapie en premier, puis une
chirurgie de cytoréduction aprés 3 cycles de traitement. Bien que la plupart des
patientes obtiennent une bonne réponse aux traitements, aboutissant souvent a une
rémission compléte, la plupart expérimenteront également une résurgence (Hennessy
et al., 2009; Jelovac et Armstrong, 2011). Le temps que met la résurgence, suite aux
traitements, servira aussi a déterminer la sensibilité de la tumeur aux platines. Une
tumeur est catégorisée comme hautement sensible aux platines si la réapparition n’a
pas lieu avant 12 mois. Si elle réapparait entre 6 et 12 mois, elle est partiellement
sensible, elle est résistante si elle refait surface avant 6 mois et réfractaire lorsqu’elle
continuer de progresser durant le traitement (Friedlander et al., 2011). Les patientes
qui répondent bien ou partiellement aux platines bénéficieront d’un traitement en
combinaison, habituellement avec cisplatine/carboplatine combiné au placlitaxel,
doxorubicine liposomale pégylée (PLD) ou gemcitabine, et parfois avec bevacizumab
(Lopez-Guerrero ef al., 2015). Le pronostic des patientes avec des tumeurs résistantes
aux platines est moins positif. On fait généralement une monothérapie avec PLD,
topocetan, gemcitabine ou paclitaxel et avec bevacizumab, mais seulement pour les
patientes qui répondent bien durant les traitements (Friedlander ef al., 2011). Les
options de traitements continuent de se multiplier, par des modifications des approches
standards, ainsi qu’avec la venue de nouveaux médicaments s’attaquant a des cibles
moléculaires précises ou des voies de signalisations indispensables pour la
prolifération, la croissance, ’immunosurveillance et les signaux pro-apoptotiques.
Notamment, des facteurs anti-angiogéniques, inhibiteurs du récepteur au VEGF
(bevacizumab), des inhibiteurs de EGFR et du récepteur folate-o, ainsi que des

inhibiteurs de la polymérase polyADP-ribose (PARPis) (Cortez ef al., 2018).
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1.2.9 Défis thérapeutiques

Malgré les importantes réalisations en matiere de traitements, les nouvelles cibles
thérapeutiques visées, les nouvelles molécules anti-cancéreuses mises a I’essai et les
traitements en combinaison, les chances relatives de survie au cancer de 1’ovaire ne se
sont pas significativement améliorées (Kim ef al., 2018). Les raisons principales sont
I’incapacité¢ de détecter cette maladie au stade précoce, menant souvent a des
diagnostics tardifs avec une cancérogencse avancée. L’hétérogénéité et la forte
dissémination de cette maladie meénent souvent a sa résurgence suite a la thérapie ainsi

que I’acquisition de chimiorésistance (Kim et al., 2018).

Alors que la plupart des cancers épithéliaux se propagent en intégrant la circulation,
nécessitant parallelement d’importantes reprogrammations cellulaires, les tumeurs de
la surface de I’ovaire ou des tubes utérins une fois détachées, peuvent migrer
passivement en suspension dans les fluides péritonéaux (Lengyel, 2010). Il n’y a pas
de barriere anatomique pouvant restreindre la propagation des cellules cancéreuses des
ovaires aux organes viscéraux. Cette diffusion passive permet une colonisation rapide
a plusieurs sites secondaires, pratiquement tous les organes de la cavité péritonéale

pouvant étre touchés (Bast et al., 2009).

1.2.9.1 Détection

Seulement 13% des cas de carcinomes ovariens séreux sont diagnostiqués au stade I et
IT et la plupart des diagnostics faisant face a des cas avancés, fortement disséminés
(Narod, 2016; SEER, 2018). Etant donné que les symptomes associés au cancer ovarien
sont plutot variables, peu spécifiques ou absents, il est peu probable qu’une patiente se
tourne vers 1’aide médicale appropriée pour qu’un diagnostic précoce soit fait
(Matulonis et al., 2016). Pour cette raison, une approche stratégique initiale serait

d’améliorer les méthodes de détection. L ultrasonographie transvaginale accompagnée
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de I’analyse du niveau sanguin de CA125 est la méthode standard de détection du
cancer ovarien. Bien que cette méthode ait facilité le pronostic et diagnostic, a des
stades plus précoces, plus particulierement dans le cas ou il y avait des prélésions, elle
demeure inefficace contre les cas de cancer agressifs de type 2 qui apparaissent de
facon sporadique (Koshiyama et al., 2017). Des biomarqueurs plus sensibles aux
altérations génomiques précoces et plus spécifiques aux différents types, étant donné
la nature hétérogeéne de la maladie, pourraient bénéficier grandement le destin des

femmes touchées par cette maladie (Muinao et al., 2018).

1.2.9.2 Chimiorésistance

Le succes de I’expansion des traitements contre le cancer de 1’ovaire, avec des thérapies
de combinaisons et des agents orientés vers des cibles moléculaire précises, malgré
leurs excellentes réponses chez les patientes, est largement limité par la résurgence de
la maladie et le développement d’une tolérance éventuelle a la chimiothérapie (Ling et
al., 2005). Plusieurs mécanismes peuvent favoriser cette chimiorésistance observée,
tels que I’altération dans le transport intracellulaire des médicaments, une
surexpression des protéines impliquées dans la détoxification, les dommages a I’ADN,
ainsi qu’une altération de la cible thérapeutique (Ling et al., 2005). Par exemple, il a
été rapporté que le gene MRP1, codant pour un transporteur ABC, subit un épissage
alternatif plus fréquent dans des tumeurs ovariennes. Cet é€pissage alternatif était

également associ¢ a la résistance a la doxorubicine (He et al., 2004).

De récentes études, mettant en perspective 1’évolution des tumeurs selon le profilage
génomique, suggerent que 1’hétérogénéité intratumorale (ITH) seraient plutot la cause
principale de 1’échec des thérapies par 1’acquisition de chimiorésistance, y compris
dans le cancer de I’ovaire. Le degré d’ITH chez une patiente correle avec le degré de
récurrence de la maladie. L’ITH permet la résilience de la tumeur face a des

microenvironnements incompatibles ou une pression qui seraient imposés, dans ce cas-
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ci, par la thérapie. L’ITH permet également une sélection naturelle de lignées
résistantes lorsqu’une pression est appliquée permettant ainsi une résistante ultérieure

encore plus grande face a cette pression donnée (Kim et al., 2018).

La réactivation des voies développementales, ainsi que I’EMT, qui permettent la
réinsertion d’un phénotype de cellules souches ont également été associées a la
chimiorésistances (Jung et al., 2016; Wang, J. et al., 2016). Le phénotype des cellules
souches cancéreuses (CSCs) permet également le maintien et la repopulation. La
génération d’un phénotype de cellules souches par le facteur de transcription-1 de la
leucémie a cellules pré-B (PBX1), impliqué dans le maintien de la pluripotence, a été

documentée chez le modéle de cancer ovarien SKOV-3 (Jung et al., 2016).

La diversité cellulaire du microenvironnement tumoral participe également a la
chimiorésistance. Les cellules stromales mésenchymateuses (MSC), plus spécialement
les fibroblastes associés au cancer (CAF), secrétent I’interleukine-6 (IL-6) et stimule
la sécrétion de IL-6 par les cellules cancéreuses, en libérant CCL2 et CCLS5 (Pasquier
et al., 2018). Le role d’IL-6 dans la chimiorésistance au paclitaxel a été exploré dans
de nombreuses ¢€tudes, ainsi que les voies de signalisation par lesquelles cette
chimiorésistance est induite : PYK2, JAK3/STAT3, RAS/MEK/ERK et PI3K/Akt
(Pasquier et al, 2018; Wang, L. et al, 2018; Wang et al., 2010). Le
microenvironnement généré par la formation d’ascites, fréquemment retrouvées chez
les patientes présentant un stade avancé de cancer épithélial de I’ovaire, procure un
environnement pro-inflammatoire favorisant I’hétérogénéité et la chimiorésistance, ce
qui permet aux cellules malignes de déjouer la thérapie (Kim et al., 2016; Zaman et al.,
1994). Les cellules HGSOC participent a la formation de ces ascites, soit en bloquant
le drainage lymphatique ou encore en sécrétant des facteurs pro-angiogéniques qui
favorisent la perméabilité vasculaire (Zaman et al., 1994). Les ascites malignes sont
enrichies en IL-6 qui, en retour, augmente la capacité invasive des cellules EOC

exprimant le récepteur de I’'IL-6 (Kim et al., 2018).
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1.3 Métastases

Hanahan et Weinberg avaient autrefois introduit les habilités biologiques essentielles
acquises par les cellules cancéreuses (Hanahan et Weinberg, 2000, 2011). Aucune de
ces caractéristiques n’a toutefois été mise en avant-plan, comme étant I’habileté la plus
critique (Meirson et al., 2020). Lazebnik a soulevé que I'ensemble de ces
caractéristiques pouvait étre retrouvé a la fois chez les tumeurs bénignes que les
tumeurs malignes, a I’exception de I’invasion et les métastases (Lazebnik, 2010). La
dissémination métastatique est la cause principale de la morbidité associée au cancer
et représente donc une importante cible thérapeutique a préconiser. Un nouveau modele
des caractéristiques du cancer, mettant en avant-plan I’invasion et les métastases, fiit
alors proposé (Figure 1.4). Ces mémes habilités biologiques, intégrées a la
cancérogenese, sont par ailleurs essentielles pour la formation des métastases (Meirson

et al.,2020).
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Figure 1.4 Les caractéristiques du cancer mettant en avant plan I’invasion et les
métastases. Les habiletés biologiques nécessaires a la cancérogenese sont également
essentielles pour I’invasion et la formation de métastases : maintien du signal
prolifératif, résistance a 1’apoptose, instabilité génomique, insensibilité aux inhibiteurs
de croissances, induction de 1’angiogenese, capacité de réplication infinie, promotion
de I’inflammation, évasion de la destruction immunitaire et reprogrammation du
métaboliste. (Meirson et al., 2020)
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1.3.1 Mécanismes

La formation des métastases implique la propagation des cellules cancéreuses dans les
tissus environnants, ainsi qu’a d’autres organes distants. La formation de métastases
est la cause premicre de morbidité et de mortalit¢ du cancer. La formation de la
métastase est un processus complexe, comprenant une série d’événements séquentiels
(Seyfried et Huysentruyt, 2013). Afin de réaliser ce processus, les cellules cancéreuses
doivent donc, entre autres, 1) se détacher de la membrane basale, 2) se dissocier de la
tumeur primaire, 3) infiltrer les tissus environnants, 4) s’insérer dans les vaisseaux
sanguins ou lymphatiques formés de novo ou préexistants (intravasation), 5) se
propager dans la circulation, 6) évader la circulation (extravasation), 7) s’établir au site
secondaire et, enfin, 8) poursuivre leur croissance et leur propagation en
micrométastases, macrométastases/tumeurs secondaires (Chambers et al., 2002; Eccles
et Welch, 2007; Fidler, 2003; Gupta et Massague, 2006). La formation des métastases
est connue comme un processus largement inefficace, parce que la réalisation de tous
ces événements simultanés, imposant chacun une barriére physiologique a traverser
pour les cellules malignes, nécessite une chorégraphie hautement coordonnée
(Chambers et al., 2002). L’acquisition de phénotypes métastatiques par les cellules qui
leur permettront de réaliser cette migration est rendue possible, en partie, par la

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (Seyfried et Huysentruyt, 2013).

Au lieu d’agir de fagon autonome, les cellules métastatiques s’engagent dans des
interactions complexes bidirectionnelles avec un microenvironnement métastatique,
composé des structures de la matrice extracellulaire (MEC), de chimiokines, de
facteurs de croissances et de métalloprotéases matricielles (MMPs). Ce
microenvironnement permet d’altérer a la fois I’'immunité antitumorale, l'activité des
MMPs et la stabilité génomique, et il favorise alors la résistance a I’apoptose, la
chimiorésistance, ’angiogenese et la prolifération (Guan, 2015; Steeg, 2016). La

création d’un microenvironnement favorable au site secondaire, ou niche
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prémétastatique, rendue possible par des cellules dérivées de la moelle osseuse, est

¢galement essentielle pour que les cellules colonisent ce site (Kaplan et al., 2005).

Cependant, les carcinomes ovariens, contrairement aux autres tumeurs, forment
rarement des métastases par la voie du systeme sanguin. Ceux-ci, généralement, se
propagent par extensions directes avec les organes voisins (vessie/colon) ou en étant
transportés de manicre passive par les fluides péritonéaux (Lengyel, 2010). Le site
d’invasion n’est toutefois pas arbitraire : le mésothélium, comprenant I’omentum et le
diaphragme, qui recouvre tous les organes de la cavité péritonéale, constitue le
microenvironnement prémétastatique de choix pour ce type de cancer (Lengyel, 2010).
Les tumeurs omentales tendent a compresser grandement les viscéres ce qui occasionne
la douleur et la morbidité associée a cette maladie (Lengyel, 2010). Bien que 1’on voit
rarement une propagation en dehors de la cavité péritonéale, le pelvis et/ou les
ganglions lymphatiques para-aortiques peuvent toutefois étre touchés (Eisenkop et
Spirtos, 2001). Le carcinome ovarien tend aussi a croitre et a se disséminer plus

rapidement que la plupart des autres cancers (Lengyel, 2010).

1.3.2 La transition épithélio-mésenchymateuse

Une explication possible pour le phénoméne de migration, d’invasion et de
dissémination, impliqué dans la formation des métastases, se trouve dans le domaine
du développement embryonnaire. En effet, ’EMT permet la formation du mésoderme
et du mésenchyme a partir de la ligne primitive, ainsi que dans les cellules de la créte
neurale. L’EMT est aussi impliquée dans la fibrose des organes, la régénération des
tissus et la guérison des blessures (Lim et Thiery, 2012; Roche, 2018). Il a été démontré
que les cellules cancéreuses utilisaient ¢galement cette reprogrammation pour exécuter

la cascade métastatique (Lim et Thiery, 2012).



26

Dans le cas du cancer, les principaux éléments déclencheurs de ’EMT sont I’hypoxie,
les cytokines (notamment le TGF-f), les facteurs de croissance, les échanges avec le
stroma (crosstalk), les changements métaboliques, la réponse immunitaire adaptative
ainsi que les médicaments anti-tumoraux (De Craene et Berx, 2013). Plusieurs voies
de signalisations sont impliquées dans la régulation de ’EMT : incluant la voie du
TGF-B, de la protéine morphogénétique osseuse (BMP), des facteurs de croissance des
fibroblastes, de 1’épiderme, des hépatocytes, les voies de Wnt/B-caténine et Notch (Said
et Williams, 2011). En temps normal, les cellules qui intégrent les tissus épithéliaux de
I’organisme sont maintenues ensemble sous forme de feuillets par des jonctions
adhérentes, des jonctions serrées et une polarité apico-basale. Ces jonctions sont
rendues possibles grace aux protéines de surface, entre autres, les cadhérines (E-
cadhérine) (Figure 1.5) (Kalluri et Weinberg, 2009). Durant ’EMT, les cellules
épithéliales subissent une reprogrammation €pigénétique, puis cessent d’exprimer les
protéines nécessaires a 1’adhésion cellule-cellule, au profit de 1’acquisition d’un
phénotype de cellules souches mésenchymateuses individualisées et motiles (Dongre
et Weinberg, 2019). Cette transition implique un remodelage du cytosquelette d’actine,
des changements morphologiques et 1’expression subséquente des protéines
mésenchymateuse : N-cadherine, Vimentine et Fibronectine (Kalluri et Weinberg,
2009). A défaut d’étre groupées, les cellules mésenchymateuses ont la capacité
d’interagir et de migrer dans la MEC, de se propager dans le corps et de former des

métastases (Dongre et Weinberg, 2019).

L’EMT a également ét¢ démontrée dans la formation de carcinomes ovariens
métastatiques. Dans le cas du EOC, ’EMT permet aux cellules malignes de survivre a
un environnement hypoxique, de répondre aux signaux des cellules stromales
environnantes et d’adhérer au site secondaire, facilité par 1’expression de Fibronectine

liant intégrine-asf1 (Symowicz, 2007; Sawada 2007).
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Figure 1.5 Le programme de ’EMT. Les cellules épithéliales démontrent une polarité
apico-basale et sont tenues ensembles par des jonctions serrées, des jonctions
adhérentes et des desmosomes. Elles sont attachées a la membrane basale par les
hémidesmosomes. Ces cellules expriment des protéines qui sont associées au stade
épithélial et qui participent au maintien de la polarité (listées dans les boites jaunes et
oranges, respectivement). La génération de ’EMT entraine I’expression des facteurs
de transcriptions inducteurs de ’EMT (boite grise) qui inhibent I’expression des genes
épithéliaux et, par concomitance, activent I’expression des genes associés avec le stade
mésenchymal (boite orange fonc¢). Cette modification d’expression génique
occasionne des changements cellulaires notables incluant le désassemblage des
jonctions serrées entre cellules et la dissolution de la polarité apico-basale. Cette perte
progressive des caractéristiques épithéliales est accompagnée par 1’acquisition partielle
de caractéristiques mésenchymals : une polarité avant-arrieére (front-to-back), une
réorganisation du cytosquelette, une motilité et un potentiel invasif. (Dongre et
Weinberg, 2019)
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1.3.3 Voie de signalisation des Smads

1.3.3.1 Mécanisme

TGF-B est un inducteur majeur de I’EMT, aussi considéré comme une cytokine
facilitant grandement la formation des métastases. TGF-B se lie a deux différents
récepteurs TGF-BR1 et TGF-BRII et entraine la dimérisation des récepteurs en un
complexe actif (Figure 1.6). La forme active de TGF-BR1 phosphoryle ensuite les
isoformes R-Smad-2 et R-Smad-3, qui peuvent ensuite s’associer & Smad-4. Le
complexe hétérogénique est ensuite transloqué au noyau. C’est ainsi que le complexe
s’associe a une multitude de facteurs de transcription et entraine le switch transitionnel
relatif a ’EMT. Parmi ces génes, les facteurs de transcription clefs des familles Snails,

Slug et Twist et leur cible E-cadhérine (Zavadil et Bottinger, 2005).
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Figure 1.6 Mécanisme d’activation de I’EMT via TGF-B. TGF-f se lie a deux différents
récepteurs, TGF-BR1 et TGF-BRII, entrainant la dimérisation des récepteurs en un
complexe actif. TGF-BR1 phosphoryle ensuite Smad2/3, qui peuvent alors s’associer a
Smad-4. Le complexe Smad est transloqué au noyau et entraine 1’expression des
facteurs de transcription clefs de ’EMT : Snail, Zeb et Twist. Ces facteurs sont
responsables de I’activation et la répression des différents geénes codant pour les
protéines impliquées dans la transition. TGF-f induit également ’EMT via des voies
de signalisations non Smad-dépendants, tel que PI3K-AKT et Rho-GTPase et en
activant en paralléle des microARN. (Skovierova et al., 2018)
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1.3.3.2 La cytokine TGF-3

TGF-B est une cytokine aux fonctions multiples appartenant a la superfamille TGF-f3,
comprenant les activines, les inhibines, les protéines nodales, protéine
morphogénétique osseuse (BMPs), hormones anti-miillerienne (AMH) ainsi que des
facteurs de croissance et de différenciation (GDFs). Tous ces facteurs sont conservés a
travers 1’évolution et retrouvés dans 1’ensemble des organismes pluricellulaires
(Schmierer et Hill, 2007). La signalisation se fait par la liaison d’un de ces facteurs a
son récepteur sérine/thréonine kinase, le ligand cause 1’oligomérisation du récepteur,
suivie par la phosphorylation d’une protéine de signalisation, réle accompli par Smad2
et Smad3 dans le cas d’un ligand TGF-B ou activine (Schmierer et Hill, 2007). Les
membres de la famille TGF-f sont hautement conservés chez les mammiferes (Herpin
et al., 2004). 11 existe trois isoformes chez ’humain : TGF-B1, TGF-B2 et TGF-f3.
TGF-B1 est toutefois la forme la plus communément retrouvée (Kingsley, 1994). Le
TGF-B, comme son récepteur, est exprimé par la quasi-totalité des types cellulaires,
initialement sous forme latente. Son activation est une étape clef pour la régulation de
son activité (Fleisch et al., 2006). Le précurseur s’associe en homodimere et interagit
avec son latency-associated peptide (LAP), ainsi qu’une latent TGF-p binding protein
(LTBP). Ensemble, ils forment le large latent complex (LLC). L’activation commence
par la libération de LLC dans la MEC, suivie par la protéolyse de LAP qui libere le
ligand, maintenant disponible aux récepteurs. Les métalloprotéases MMP-2 et MMP-
9, et la thrombospondin 1 (THBS1) sont connues pour cliver le TGF-$ de sa forme
latente (Schultz-Cherry et al., 1994). La forme active de TGF-f3 est un dimere, stabilisé
par des interactions hydrophobes et des ponts disulfures, conférée par un motif
conserve de 9 résidus cystéines (Shi et Massagué, 2003). Le TGF-B peut se lier a trois
récepteurs extracellulaires (TGF-BRI-III) et agir de fagon autocrine, paracrine et
endocrine (Fleisch et al., 2006). 1l est impliqué dans de nombreux processus cellulaires,
tels que I’inhibition de la croissance cellulaire, la migration cellulaire, 1’invasion,

I’angiogenese, le remodelage de la MEC, PEMT, la suppression immunitaire, la
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guérison des blessures, I’homéostasie des tissus adultes et le développement de
I’embryon (Blobe et al., 2000; Herpin et al., 2004). Le TGF-B est fréquemment
surexprimé dans plusieurs pathologies, impliquant souvent de la fibrose et de
I’inflammation, le cancer, les maladies cardiovasculaires, 1’asthme, [’arthrite
rhumatoide et la sclérose multiple. Son expression excessive méne souvent a la
progression de la maladie en favorisant la croissance cellulaire et la migration (Flavell
et al., 2010). Pour cette raison, la voie du TGF- est une cible hautement considérée
pour le développement thérapeutique, notamment 1’inhibition de ’EMT induite par

cette derniére (Blobe ef al., 2000).

1.3.3.3 Les récepteurs au TGF-3

Il existe trois récepteurs au TGF-B. TGF-BR1 et TGF-BR2 sont des complexes
transmembranaires sérine/thréonine kinase, tandis que le récepteur TGF-BR3 est une
protéoglycane associée a la membrane, mais aussi retrouvée sous forme soluble, et qui
ne possede pas d’activité kinase. Ce récepteur peut lier deux molécules de TGF-f et
ainsi augmenter la concentration de TGF-$ a la surface en plus de maximiser ses
interactions du ligand avec TGF-BR1 et TGF-BR2 (Lopez-Casillas ef al., 1993). Bien
qu’ils puissent lier les deux récepteurs, les ligands TGF-P et activines ont beaucoup
plus d’affinité pour les récepteurs de type 2 que de type 1 (Akhurst et Hata, 2012). La
signalisation se fait généralement par la liaison de TGF-f a TGF-BRII qui recrute TGF-
BR1 et procéde a une transphosphorylation de son domaine kinase. TGF-BRI & son tour
transmet le signal par la phosphorylation des protéines Smads (Akhurst et Hata, 2012)
(Figure 1.7).
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Figure 1.7 Structure et mécanisme d’activation de TGF-BR1/2. TGF-BR1/2 sont
constitués d’un domaine de liaison au ligand TGF-B extracellulaire N-terminal (ED),
d’un domaine transmembranaire (TMD) et d’un domaine kinase intracellulaire C-
terminal (KD). TGF-BR2 forme un complexe hétérotétramérique avec TGF-BRI1 et
favorise 1’activit¢ kinase de TGF-BR1 en phosphorylant le domaine riche en
sérines/glycines (GS). (Peringode Sivadas, 2014)

1.3.3.4 Les cofacteurs Smads

I1 existe 8 isoformes des protéines Smad et on les classifie par les receptor-regulated
Smads (R-Smads; isoformes 1, 2, 3, 5 et 8), le common-mediator Smad (Co-Smad,
isoforme 4) et les inhibitory Smads (I-Smads; isoforms 6 et 7). Le récepteur TGF-BRI,
un fois activé par son ligand phosphoryle les R-smads 2 et 3, ce qui par facilite la
formation d’un complexe avec le co-Smad 4 (Clarke et Liu, 2008). Le complexe Smads

actif peut, subséquemment étre transloqué au noyau. Bien que le complexe ait une
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affinité faible pour I’ADN et une spécificité limitée, il peut coopérer avec une multitude
de facteurs de transcription site-spécifiques qui le recruteront ou stabiliseront sa liaison
a ’ADN (Hill, 2016). Ces associations entrainent une activation et une répression
simultanée de plusieurs génes, selon le partenaire (Shi et Massagué, 2003). Cette
coopération permet d’avoir une réponse adaptée selon le type cellulaire ou aux

conditions environnementales (Hill, 2016).

1.3.3.5 TGF-B comme cible thérapeutique

Les thérapies ciblant la voie TGF-3 sont largement considérées pour traiter une large
variété de malignités, y compris le cancer de I’ovaire, au sein d’études in vitro, sur des
modeles précliniques et dans des études cliniques. La suractivation de la voie du TGF-
B a le potentiel de créer un microenvironnement qui promeut la prolifération,
I’angiogenese, 1’évasion immunitaire, ’EMT et la dissémination métastatique, faisant
de cette voie une cible thérapeutique a considérer pour limiter la progression de la
maladie (Roane et al., 2019). Les thérapies tentent de cibler plusieurs éléments de la
voie, par exemple, 1) en empéchant la synthese du TGF-f avec des oligonucléotides
antisens, 2) en inhibant la liaison de TGF-f a son récepteur, 3) en empéchant ’activité
kinase via les protéines Smads, et 4) par des interventions basées sur I’'immunité

(Fabregat et al., 2014; Haque, S. et Morris, J. C., 2017).

Le Traberdersen est un oligonucleotide antisens dirigé contre TGF-f2, il a été testé sur
des modeles de souris xénogreffées avec la lignée de cancer ovarien SKOV-3. Employ¢é
seul ou en combinaison avec le Paclitaxel, le Traberdersen diminuerait
significativement la masse tumorale et améliorerait la survie (Dcruz et al., 2017). Des
études cliniques de phase 1 sur des patients présentant des cas avancés de mélanomes
ont aussi montré son efficacité en augmentant le taux de survie des patients ainsi que

la sensibilité a I’'immunothérapie, lorsque combinés (Hwang et al., 2016). Des vaccins
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anti-TGF-f sont également en voie de développement. L’objectif de ces vaccins est de
transfecter un vecteur antisens contre TGF-B, directement dans les cellules
cancéreuses. Vigil (Gemogenovatucel-T), en phase II, employ¢ conjointement avec
Atezolizumab, a montré des effets positifs sur les patientes atteintes de cancer de

I’ovaire (Rocconi et al., 2018).

Des petites molécules inhibitrices de 1’activité kinase, le long de la voie du TGF-3, sont
¢galement employées. LY2109761, inhibiteur de I’activité kinase de TGF-BR1/2, a
démontré une capacité¢ a diminuer la chimiorésistance lorsqu’en combinaison avec la
cisplatine sur des modeles de cancers ovariens chez des souris (Connolly et al., 2011;
Gao et al., 2015). Galunisertib (LY2157299), ciblant aussi ’activité kinase des TGF-
BRs, est présentement en études cliniques. Les résultats précliniques ont démontré son
habileté a atténuer la réponse au TGF-, sur des modeles ovariens, en plus de réduire

la croissance tumorale et la formation des ascites (Zhang et al., 2018).

Une autre stratégie consiste en |’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-TGF-f.
Plusieurs de ces agents sont largement étudiés sur une multitude de types de cancers.
Peu de ces ¢études explorent toutefois I’impact de ces agents, spécifiquement sur le
cancer de I’ovaire. Une découverte majeure d’un agent potentiel, un fragment de
liaison a I’antigéne (Fab), obtenu a partir d’une librairie synthétique a partir de TGF-
BRI, a montré une capacité prometteuse d’inverser le programme de ’EMT et
I’invasion chez des modeles de souris xénogreffées avec un EOC (Newsted ef al.,

2018)

1.3.4 La vascularisation et le mimétisme vasculogénique

Les tumeurs solides sont dépendantes de la vascularisation de leur environnement, afin

d’obtenir ’apport sanguin, contenant les nutriments et 1’oxygéne nécessaires a leur
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croissance accélérée, leur maintien et leur propagation dans 1’organisme. Le
phénoméne de vascularisation le plus étudié est 1’angiogenése, et il est une cible
thérapeutique de choix (Ayala-Dominguez et al., 2019). L’angiogenése est un
processus hautement régulé qui participe a la production de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir des cellules endothéliales des vaisseaux préexistants (Carmeliet et
Jain, 2011; Tung et al., 2012). Cette formation est générée en réponse a 1’hypoxie,
I’ischémie, ou lorsque les signaux pro-angiogéniques (tel que VEGF-A) surpassent les
signaux anti-angiogéniques (Leung ef al, 1989). La physiologie de 1’ovaire est
caractérisée par une perméabilité sanguine accrue durant le développement folliculaire,
I’ovulation, ainsi que la subséquente formation du corpus luteum, menant a des
altérations cycliques de son réseau vasculaire (formation, différenciation et régression)
(Leung et al., 1989). Ces fonctions font de l’ovaire un environnement de
néovascularisation intense (Folkman, 2000; Kristensen et Trope, 1997). La versatilité
de cette vascularisation pourrait en partie expliquer la nature agressive de la pathologie
et le succes limité des thérapies anti-angiogéniques (Tang et al., 2009). Pour faire
alternative a I’angiogenése, les tumeurs ont également la capacité de générer leurs
propres structures vasculaires. Ceci est réalisé par la formation de vaisseaux sanguins
de novo (vasculogenese), I’attachement des cellules tumorales directement au systeme
sanguin (co-option de vaisseaux) ou encore la réorganisation des cellules tumorales
sous forme de structures capillaires similaires aux vaisseaux sanguins : il s'agit du
mimétisme vasculogénique (VM) (Maniotis et al., 1999). Le VM permet aux cellules
cancéreuses de remplir la fonction des vaisseaux endothéliaux, permettant la perfusion,
le transport du plasma et des hématocytes (Ayala-Dominguez et al., 2019). 1l a été
proposé que le VM soit accompli par des CSCs différenciées en cellules aux propriétés
endothéliales (Maniotis et al., 1999). Parallelement, il a été observé que les cellules
impliquées dans le VM avaient un phénotype s’apparentant a ’EMT (Yang, 2015; Fan,
2013). Des formations de réseaux correspondant au VM ont été observées dans environ
30-37 % des cancers ovariens (Sood et al., 2004; Wang et al., 2017). La présence de

VM ¢était également corrélée a des classifications histologiques de plus hauts grades
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(Gao et al., 2009). 11 a aussi ét¢ démontré que les formations de type VM étaient
favorisées par les traitements anti-angiogéniques avec le bevacizumab, suggérant que
le VM pourrait constituer une stratégie efficace pour contrecarrer les thérapies anti-
angiogéniques : ceci expliquerait en partie le succes limité de ce médicament (Xu et

al., 2012).

1.3.5 Les métalloprotéases matricielles

Les métalloprotéases matricielles (MMPs) forment une famille multigénique
d’endopeptidases capables de remodeler la membrane basale et la MEC, ce qui leur
permet de participer a plusieurs événements (patho)physiologiques tels que

I’inflammation, [I’embryogenése, la guérison des plaies, 1’angiogenese et la
cancérogenese (Loffek et al., 2011). Les MMPs requicrent I'utilisation d’ions calcium-
zinc pour leur activité catalytique. Jusqu’a présent, on a identifié 28 MMPs différentes
chez les vertébrés dont 24 chez I’humain. A D’exception des MMPs de types
membranaires (MT-MMPs), les MMPs sont sécrétées par la cellule dans le
microenvironnement ou elles sont impliquées dans 1’activation et la libération des
chimiokines, cytokines, facteurs de croissances, protéines d’adhésion et protéines du
cytosquelette (Jackson et al., 2010; Loffek et al., 2011). Plusieurs études avancent que
les protéinases impliquées dans le remodelage de la MEC, incluant les MMPs, seraient
les principales médiatrices des altérations du microenvironnement observées dans la
progression tumorale (Kessenbrock et al., 2010; Page-McCaw et al., 2007). L’activité
enzymatique et la surexpression des MMPs ont été directement corrélées avec le degré
d’agressivité de la maladie (Gonzalez-Avila et al., 2019). Elles sont connues pour
participer activement, tout au long de la cascade métastatique (Gonzalez-Avila et al.,
2019). L’activité protéolytique des MMPs est requise pour la dégradation des barriéres
physiques durant I’expansion locale, I’intravasation et 1’extravasation dans le systeme
sanguin, puis I’invasion aux sites secondaires (Giannelli et al, 1997). Plus

particulierement MT1-MMP, MMP-2 et -9, ces MMPs se localisent sur les
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invadopodes, structures cellulaires ou la dégradation de la MEC et 1’expansion
cellulaire est orchestrée (Weaver, 2006). En dégradant la MEC, les MMPs libérent
plusieurs cytokines et facteurs de croissance, tel que VEGF. L’activité des MMPs
active également ces facteurs de croissance en libérant les précurseurs de la membrane
plasmique, comme EGF et IFG, et en clivant le peptide associé a la latence (LAP) de
TGF-B (Loechel et al., 2000; Nakamura et al., 2005). Ces molécules favorisent en

retour, I’angiogenese, ’EMT et la prolifération cellulaire (Giannelli et al., 1997).

Le role des MMPs dans la progression du cancer ovarien a également été démontré,
principalement dans le détachement initial de la surface de 1’ovaire, ainsi que dans
I’adhésion au site secondaire. Durant 'EMT, MMP-9 est induite et elle clive
I’ectodomaine de E-cadhérine, contribuant ainsi a la perte d’adhésion entre cellules et
la dissémination de la tumeur sous forme de cellules individualisées ou de sphéroides
(Symowicz et al., 2007). Membrane type 1 MMP (MT1-MMP) clive intégrine-o; et
participe aussi au détachement des sphéroides de la tumeur primaire (Davidson ef al.,
2001). I1 a été démontré que les structures sphéroides maintiennent également un
phénotype mésenchymateux en leur centre, accompagné par une expression amplifiée
de MMP-2 et proMMP2 (Sawada et al., 2007). 11 est fort probable que MMP-2, dans
ce cas-ci, favorise la désagrégation rapide du sphéroide (Ayala-Dominguez et al.,
2019). De plus, lorsque les cellules du carcinome ovarien s’attachent au mésothélium,
celles-ci se mettent €galement a surexprimer MMP-2 qui, en retour, clive les protéines
de la MEC, Fibronectine et Vitronectine en de plus petits fragments. Les cellules
cancéreuses adherent ainsi plus facilement a la matrice grace aux intégrines osPi
(Fibronectine) et ayB3 (Vitronectine) (Ayala-Dominguez et al., 2019; Kenny et al.,
2008; Kenny et Lengyel, 2009).
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1.4 Approche thérapeutique

1.4.1 La chimioprévention par I’alimentation

Une analyse approfondie de la signature mutationnelle de plusieurs types de cancers
démontre une contribution majoritaire des facteurs extrinséques pour le type de
mutations retrouvées (70-90%), par rapport aux facteurs intrinséques (10-30%). Ces
résultats suggerent ainsi que les facteurs environnementaux, tels que : les radiations
ultraviolettes/ionisantes, les carcinogenes, 1’alimentation ou encore 1’'usage du tabac,
jouent un role plus grand dans le risque de développer un cancer par rapport a la
mutagenése normale des cellules souches, issue du hasard, autrefois proposée comme
la cause principale (Wu et al, 2016). Les données épidémiologiques suggerent
¢galement une relation indissociable entre le mode de vie de certains pays et la
prévalence de certains types de cancer, une relation également appuyée par des
changements d’incidences spectaculaires observés chez les populations migrantes
(Doll et Peto, 1981; Willett, 2000). Ces observations nous indiquent que la majorité
des cancers ne sont pas héréditaires ou développés par hasard, mais seraient plutot
influencés par une multitude de facteurs de vie, tels que les habitudes alimentaires

(Beliveau et Gingras, 2007).

Les évidences des propriétés chimiopréventives de plusieurs composés issus de
I’alimentation ont été largement rapportées a la fois par des données €pidémiologiques
et par des études en laboratoire sur des modeles cellulaires et animaux (Beliveau et
Gingras, 2007). Ces propriétés sont plus particulierement observées chez les aliments
d’origines végétales, attribuables a leur riche concentration en composés
phytochimiques. Les études ont démontré que ces molécules avaient la capacité
d’interférer directement avec la progression tumorale, en plus de modifier le
microenvironnement tumoral et générer des conditions physiologiques défavorables
pour la tumeur (Beliveau et Gingras, 2007). Les tumeurs latentes précancéreuses sont

chose commune, retrouvées méme chez les individus sains. Bloquer le développement
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de ces cellules précancéreuses devient donc extrémement important. La carcinogenése
étant généralement un processus lent, pouvant se dérouler sur plusieurs années, une
large fenétre thérapeutique s’offre ainsi pour une intervention alimentaire (Beliveau et

Gingras, 2007).

1.4.2 Les catéchines du thé vert

Le thé vert est ’'un des breuvages les plus populaires et répandus a travers le monde. Il
est fait a partir des feuilles de la plante Camellia sinensis. Ses constituants actifs, plus
particulierement les polyphénols nommés catéchines, ont été sujets de nombreuses
études pour leurs remarquables effets antioxydants et anti-cancéreux (Yang et al.,
2014) (Figure 1.8). La catéchine la plus abondante et la plus étudiée,
I’épigallocatéchine gallate (EGCG) a été largement couverte par la littérature
scientifique durant les 30 derniéres années, a la fois pour ses propriétés préventives et
pour son potentiel thérapeutique contre le cancer. Cette molécule a démontré des effets
anti-cancéreux prometteurs a la fois dans des modeles cellulaires, animaux, en études
cliniques et sur plusieurs types de cancers (Rady et al., 2018). On a montré que 'EGCG
¢tait capable d'altérer une multitude de processus oncogéniques tels que

I’inflammation, le stress oxydatif et I’hypoxie, en plus de cibler des éléments du
microenvironnement tumoral, par exemple : le phénotype des CSCs, ’EMT, la réponse
immunitaire et la vascularisation (Zubair et al., 2017). Pour résumer, ses effets se
qualifient généralement d’anti-prolifératifs, pro-apoptotiques, anti-angiogéniques et
anti-invasifs (Gan et al., 2018). L’EGCQG a la capacité de moduler une immense variété
de voies de signalisations oncogéniques, mais son mécanisme d’action n’a cependant
pas été¢ completement €lucidé. Il est connu qu’il présente, toutefois, une forte affinité
pour le récepteur transmembranaire 67LR, un important régulateur de la prolifération
et de ’apoptose, également impliqué dans le phénotype de CSCs (Negri ef al., 2018).
Bien que I’on soupconne que I’effet biologique soit en partie médié par ce récepteur,

I’on a aussi démontré que EGCG avait la capacité d’interagir avec une multitude
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d’autres constituants biologiques, parmi tant d’autres : Pins, TGF-BRII, MMP-2 et
MMP-9 (Negri et al., 2018). L’activité biologique relative des 7 autres catéchines :
catéchine (C), épicatéchine (EC), gallocatéchine (GC) catéchine gallate (CG)
gallocatéchine gallate (GCG) épicatéchine gallate (ECG) et épigallocatéchine (EGC) a

toutefois ét€¢ moins explorée et leur mécanisme reste méconnu (Djerir et al., 2018).

Ungallated catechins

OH OH OH OH

S

Catechin Gallocatechin Epicatechin Epigallocatechin

s

OH

Equivalent gallated catechins

©/0H f OH ©/OH f OH
& - o OH

OH OH OH OH

Catechin gallate Gallocatechin gallate Epicatechin gallate Epigaliocatechin gallate

Figure 1.8 Structures chimiques des huit catéchines du thé vert. En haut, catéchines
sans fonction galloyle, en bas catéchines avec fonction galloyle. (Djerir et al., 2018)
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1.4.3 La fonction galloyle

Les ¢études comparatives des différentes catéchines semblent, pour la plupart, rapporter
une plus grande activité biologique a EGCG ou aux catéchines comprenant une
fonction galloyle (C, CG, GCG, EGCG) (Du et al., 2012). Des analyses par amarrage
moléculaire (computational docking analysis), ou par cristallographie aux rayons X ont
fourni des informations précieuses sur les interactions catéchine-protéine possibles.
Plusieurs d’entre elle suggerent que 1’ancrage avec les partenaires biologiques est
facilité par la fonction galloyle, via des interactions avec les groupes hydroxyles de la
fonction. Cette hypothése expliquerait I’activité biologique plus grande des catéchines

présentant cette fonction (Nakano et al., 2018).
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CHAPITRE 2

PROJET DE RECHERCHE

2.1 Problématique

Le cancer de ’ovaire est la malignité gynécologique la plus mortelle. Malgré les
progres thérapeutiques réalisés contre le cancer, les chances de survie de plus de 5 ans
au cancer de 1’ovaire sont restées relativement basses, soit seulement 47% aux Etats-
Unis. L’absence de symptdmes, de biomarqueurs et de stratégies efficaces de détection
au stade précoce de la maladie contribue aux diagnostics tardifs de la majorité des cas
avec présence de métastases (stade III/IV). Les carcinomes séreux de haut grade sont
les sous-types histologiques les plus fréquents, responsables d’environ 70-80% des
déces. Ces tumeurs se forment de novo a partir de 1’épithélium de 1’ovaire ou du tube
utérin et peuvent se disséminer rapidement dans la cavité péritonéale pour former des

métastases sans passer par la voie de la circulation.

Désormais, on reconnait le role indéniable du swiftch transcriptionnel de ’EMT dans
I’acquisition du phénotype métastatique par les cellules malignes, mécanisme
permettant la transition d’une cellule épithéliale fixe a une cellule motile et
individualisée. Dans le cas de 'EOC, I’EMT est essentielle pour la dissémination de la
tumeur primaire, la survie au microenvironnement hypoxique et la reconnaissance par
les cellules stromales, puis 1’attachement aux sites secondaires. La libération des
MMPs, stimulée par ’EMT, favorise la dissémination de la tumeur primaire et la
migration dans la MEC. L’EMT contribue également a la vascularisation essentielle a
la croissance de la tumeur par angiogenése ou la réorganisation de cellules sous forme
de VM. De plus, ’EMT génere également un phénotype de cellules CSCs et permet la
résistance a la chimiothérapie et la résurgence de la maladie. L’EMT peut étre

généralement induite par une suractivation de la voie du TGF-B: plusieurs
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médicaments en voie de développement tentent de cibler la voie du TGF-B dans

I’optique de stopper ’EMT.

La promotion d’habitudes de vie saines offre une fagon alternative de lutter contre le
cancer. Plusieurs molécules issues de 1’alimentation ont pu démontrer un potentiel
remarquable d’altérer plusieurs mécanismes de développement et progression
tumorale. L’investigation des mécanismes d’actions précis par lesquels ces composés
naturels agissent permet de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques. L’activité
anti-cancéreuse de la catéchine du thé vert EGCG a été¢ largement documentée.
L’EGCG a démontré la capacité d’interagir avec de nombreux constituants biologiques
en plus d’altérer une immense variété de voies de signalisations oncogéniques. Ses
effets se caractérisent d’anti-prolifératifs, pro-apoptotiques, anti-angiogéniques, et
anti-invasifs. On a également montré que I’EGCG avait le potentiel d’altérer des
mécanismes impliqués dans le microenvironement tumoral, notamment en inhibant

I’EMT, le phénotype des CSCs, la vascularisation et ’activité des MMPs.

2.2 Objectifs de recherche

Bien que I’effet anti-cancéreux de ’EGCG ait été largement exploré, ses effets précis
sur le cancer ovarien restent moins connus. Nous souhaitons caractériser I’effet des huit
catéchines sur des processus cellulaires associés au phénotype invasif sur un modele
de cancer de I’ovaire. Nos objectifs visent, entre autre, a 1) tenter d’évaluer si les
catéchines ont la capacité d’altérer la voie régulant I’EMT, la migration cellulaire, le
VM ou I’activité des MMPs. Nous souhaitons également 2) comparer 1’effet des 8
catéchines, pour évaluer si certaines structures conferent une plus grande activité
biologique. Nous espérons enfin en apprendre sur 3) le mécanisme d’action et les cibles

moléculaires précises de ’EGCG et des autres catéchines.
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2.3 Hypothéses de travail

Nous émettons I’hypothése que les effets anti-cancéreux et anti-prolifératifs de
I’EGCG puissent aussi étre observés dans nos 2 modeles de cancer de 1’ovaire. Les sept
autres catéchines pourraient également présenter des effets similaires, étant donné leur
similarité structurale. Nous pensons que plusieurs voies de signalisation, activées par
le TGF-B et impliquées dans I’EMT, puissent étre altérées en présence de ces
catéchines. Dans un cas favorable, d’autres processus cellulaires, associés a la
formation de métastases et a ’EMT, tels que la migration cellulaire, le VM et la
sécrétion de MMPs, seraient également prévenus par les catéchines. Les catéchines
présentant la fonction galloyle devraient, en accord avec la littérature, présenter une

plus grande activité biologique que leurs équivalents sans galloyle.

2.4 Modéles cellulaires utilisés

Pour nos expériences in vitro, nous utilisons deux lignées de cellules cancéreuses
ovariennes immortalisées : la lignée ES-2, considérée comme une souche sensible a la
chimiothérapie aux platines, et SKOV3, une lignée démontrant une certaine tolérance,
notamment a la cisplatine et ’adriamycine (Gonera ef al., 2014). Les cellules ES-2 ont
¢été originalement classées comme de sous-type carcinome a cellules claires. Leur
origine n’est toutefois pas tout a fait claire, en performant des xénogreffes de ces
cellules dans des souris, I’on n’a pas observé le phénotype typique des cellules claires,
riche en glycogene cytoplasmique (Anglesio et al., 2013). D’autre part, une
comparaison de leur profil génomique les classe comme une lignée possiblement de
sous-type HGSOC (Domcke et al., 2013). Par opposition, SKOV3 fut initialement
classée comme un modele de HGSOC. Cependant, dans leur cas, une xénogreffe a
généré des cellules d’une morphologie de cellules claires (Anglesio et al., 2013). Le
profilage génomique et mutagénique de SKOV3 dans 1’Atlas du génome du cancer

(TCGA) appuie également une origine histologique de carcinome a cellules claires,
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avec des mutations de ARIDIA et PI3K (Domcke ef al., 2013). L’origine de SKOV3
est toutefois incertaine puisque certaines mutations de p53, normalement
caractéristiques des HGSOC:s, y furent retrouvées (Beaufort et al., 2014; Elias et al.,
2015; Ikediobi et al., 2006; Tudrej et al., 2018).
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CHAPITRE 3

ARTICLE 1 : Diet-derived gallated catechins prevent TGF-B-mediated epithelial-
mesenchymal transition, cell migration and vasculogenic mimicry in chemosensitive

ES-2 ovarian cancer cells

L’article a été publi¢ dans le journal « Nutrition and Cancer » sous la forme :

Sicard AA, Dao T, Suarez NG, Annabi B. Diet-Derived Gallated Catechins Prevent
TGF-B-Mediated  Epithelial-Mesenchymal Transition, Cell Migration and
Vasculogenic Mimicry in Chemosensitive ES-2 Ovarian Cancer Cells. Nutr Cancer.
2020 Mar 4:1-12. doi: 10.1080/01635581.2020.1733624
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3.1 Résumé

Le TGF-P favorise la formation de métastases dans les cancers, y compris le cancer de
I’ovaire, en induisant la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Alors que les
stratégies de développement de médicaments ciblant la voie de signalisation du TGF-
B ont été envisagées, les propriétés anti-TGF-f des catéchines, molécules
anticancéreuses retrouvées dans le thé vert, n’ont jamais été explorées. Dans cette
¢tude, nous évaluons la capacité de huit catéchines a inhiber la migration cellulaire et
I’expression de biomarqueurs de la TEM, induit avec TGF-f, ainsi que le mimétisme
vasculogénique (MV), un processus partiellement associ¢ a la TEM. Nous avons
démontré que TGF-B induisait la phosphorylation de Smad-3 et p38, accompagné par
une augmentation de la migration cellulaire et de I’expression des niveaux
protéiques/géniques des marqueurs de la TEM : Snail, Slug, Fibronectine, Vimentine
et MMP-2. Cette induction était marquée dans la lignée chimiosensible de cancer
ovarien ES-2, la voie du TGF- était cependant inopérante dans la lignée SKOV-3,
chimiorésistante a la cisplatine et a ’adriamycine. Le MV chez ES-2 était associé a une
augmentation des marqueurs de ’EMT. Nous avons observé que les catéchines
possédant une fonction galloyle (CG, ECG, GCG, et EGCG) pouvaient efficacement
prévenir la migration cellulaire et la TEM induites par TGF-p, ainsi que le MV, en
partie par I’inhibition de Snail et de la sécrétion de MMP-2. Nos résultats suggérent
que les catéchines du thé vert possédant la fonction galloyle démontrent leur potentiel
anticancéreux en brimant la voie du TGF-f3 qui contribue aux phénotypes métastatiques

du cancer de l'ovaire.
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3.2 Abstract

Background: Transforming growth factor (TGF)-3 triggers ovarian cancer metastasis
through epithelial-mesenchymal transition (EMT). Whereas drug design strategies
targeting the TGF-f signaling pathway have been envisioned, the anti-TGF
structure:function aspect of chemopreventive diet-derived catechins remains
unexplored. Aim: We assessed the effects of eight catechins on TGF-B-mediated cell
migration and induction of EMT biomarkers, as well as on in vitro vasculogenic
mimicry (VM), a process partly regulated by EMT-related transcription factors.
Results: TGF-B-mediated phosphorylation of Smad-3 and p38 signaling intermediates
was more effective in a chemosensitive ES-2 ovarian cancer cell line but was
inoperative in cis-platinum- and adriamycin-chemoresistant SKOV-3 ovarian cancer
cells. Increases in cell migration and in gene/protein expression of EMT biomarkers
Fibronectin, Snail, and Slug were observed in ES-2 cells. When VM was assessed in
ES-2 cells, 3D capillary-like structures were formed and increases in EMT biomarkers
found. Catechins bearing the galloyl moiety (CG, ECG, GCG, and EGCG) exerted
potent inhibition of TGF-B-induced cell migration as well as EMT, and inhibited VM,
in part through inhibition of Snail and matrix metalloproteinase-2 secretion.
Conclusion: Our data suggest that diet-derived catechins exhibit chemopreventive
properties that circumvent the TGF-B-mediated signaling which contributes to the

ovarian cancer metastatic phenotype.
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3.3 Introduction

Ovarian cancer is the gynecological malignancy with the highest mortality rate
among women (1), with a 5 year net survival of 47% following diagnosis, in the United
States (2), and 44% in Canada (3). High mortality is most likely due to the prevalence
of metastatic high-grade serous carcinomas and the absence of early symptoms and
early detection strategies (2). Metastasis, being a complex process that arises when
cancer cells migrate away from the primary site of tumor (4), has been estimated to be
responsible for approximatively 90% of cancer deaths (5). In order to successfully
detach from their primary site and invade surrounding tissues, cancer cells must
orchestrate a number of biological events including loss of cell-cell adhesion,
extracellular matrix (ECM) remodeling, and response to chemotactic cell migration (6-

8).

The epithelial-mesenchymal transition (EMT) process recapitulates such a cell-
biological program (9, 10). During EMT, epithelial cancer cells lose their cell-to-cell
polarity and their usual adhesion repertoire, becoming individual, non-polarized,
motile and invasive mesenchymal cells. This transition involves remodeling of the
actin cytoskeleton and a characteristic switch in gene expression brought about by,
amongst other transcription factors, Snail, Slug, and Twist (11). EMT can be induced
by several growth factors including, among the most potent ones, transforming growth

factor-B (TGF-B) (9).

TGF-P binds to two serine threonine kinase receptors, the TGF-f type I and
type Il receptors (TGFBRI, TGFBRII) to form active complexes, which then can relay
signals through phosphorylation of receptor activated Smad (R-Smad) transcription
factors (12). The active TGF-BRI1 phosphorylates the R-Smad-2 and R-Smad-3
isoforms, which will bind to common-partner Smad complex (co-Smad; Smad-4 in

mammals) and translocate to the nucleus (13). This complex can eventually bind with
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various transcription factors to induce the EMT transcriptional switch. (13). In addition
to correlating with metastases, migration and invasion, expression of EMT biomarkers
has been found to be highly up-regulated in tumours forming vascular-like structures
(14). This phenomenon, known as vasculogenic mimicry (VM), is a unique alternative
route to angiogenesis, providing the blood supply necessary input for cancer

development (14).

Green tea, one of the most popular beverages consumed world-wide, is made
from the leaves of the plant Camellia sinensis (15). Its active constituents have been of
interest to many studies, exposing their numerous beneficial health effects including
their anti-carcinogenic activity (15). The green tea family of polyphenols, called
catechins, has been shown to be powerful antioxidants capable of preventing
tumorigenesis and cancer invasion (16). The most abundant and widely studied
catechin, (—)-epigallocatechin-3-gallate (EGCQG), has already been shown to affect a
huge variety of cancer signaling pathways (15). However, less is known about the
remaining seven major catechins present in green tea: epicatechin (EC),
epigallocatechin (EGC), epicatechin gallate (ECG), and their respective epimers :
catechin (C), gallocatechin (GC), catechin gallate (CG) and gallocatechin gallate
(GCG) (17).

In this study, we assessed the relative pharmacological effects of eight different
catechins in preventing TGF-B-induced EMT with respect to cell migration, VM and
the expression of EMT biomarkers in chemosensitive (ES-2) and chemoresistant
(SKOV-3) ovarian cancer cell models. Our results demonstrate that EMT was induced
by TGF-B through Smad-3 phosphorylation in ES-2, followed by increases in the
expression of Snail, Slug, Fibronectin and MMP-2. In addition to blocking amplified
cell migration and formation of 3D capillary-like structure, we further demonstrate that
catechins had the ability to prevent the induction of EMT by TGF-f. Our observations
led us to conclude that the catechins presenting a galloyl moiety, CG, GCG, ECG and
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EGCG, were the most potent for 1) inhibiting TGF-f induced phosphorylation of
Smad-3, 2) inhibiting the expression of EMT markers and MMP-2, and 3) efficiently
preventing VM.
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3.4 Materials and Methods

Materials. Sodium dodecylsulfate (SDS), EGCG, and bovine serum albumin
(BSA) were purchased from Sigma-Aldrich Canada (Oakville, ON). Electrophoresis
reagents were from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence
(ECL) reagents were from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé, QC). Micro
bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The
polyclonal antibodies against phosphorylated Smad-3, phosphorylated p38, TGF-f R1,
Fibronectin, Vimentin, Snail, and Slug were from Cell Signaling Technology Inc
(Danvers, MA, USA). The monoclonal antibody against glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) was from Advanced Immunochemical Inc. (Long Beach,
CA). Horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG
secondary antibodies were from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove,

PA).

Cell culture. Human SKOV-3 ovarian adenocarcinoma cells as well as human
ES-2 ovarian clear cell carcinoma cells were purchased from the American Type
Culture Collection (ATCC). Cells were grown as a monolayer with McCoy's 5a
Modified Medium for ES-2 cells (Wisent, 317-010-CL), and DMED medium (Wisent,
319-005-CL) for SKOV-3 cells both containing 10% fetal bovine serum (Life
Technologies, 12483-020), 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin (Wisent,
450-202-EL). Importantly, SKOV-3 cells have been documented to be resistant to
tumor necrosis factor and to several cytotoxic drugs including diphtheria toxin, cis-
platinum and adriamycin. The role of efflux in drug accumulation was assessed in vitro
against four platinum complexes. Decreased drug accumulation resulting from reduced
uptake had been reported to be at least partially responsible for acquired resistance to
cisplatin (18). All the cells were cultured at 37°C under a humidified 95%-5% (v/v)

mixture of air and CO».
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Immunoblotting procedures. ES-2 and SKOV-3 ovarian cancer cells were
lysed and proteins were separated by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE). After -electrophoresis, proteins (30 pg) were -electrotransferred to
polyvinylidene difluoride membranes, which were then blocked for one hour at room
temperature with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCL, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST; Bioshop, TWNS510-500).
Membranes were further washed in TBST and incubated with the appropriate primary
antibodies (1/1,000 dilution) in TBST containing 3% BSA and 0.1% sodium azide
(Sigma-Aldrich Canada, S2002), followed by a 1 hour incubation with horseradish
peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit or anti-mouse IgG at 1/2,500 dilutions in
TBST containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive material was visualized by

ECL.

Gelatin zymography. Gelatin zymography was used to assay the levels of
secreted matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) gelatinolytic activity in serum-starved
ES-2 ovarian cancer cells as previously described (19). Briefly, an aliquot (20 pl) of
the culture medium was subjected to SDS-PAGE in a gel containing 0.1 mg/ml gelatin,
a substrate that is efficiently hydrolyzed by MMP-2. The gels were then incubated in
2.5% Triton X-100 and rinsed in nanopure distilled H>O. Gels were further incubated
at 37°C for 20 hours in 20 mM NaCl, 5 mM CaCl, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCl
buffer, pH 7.6, then stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and destained
in 10% acetic acid, 30% methanol in H>O. Gelatinolytic activity was detected as

unstained bands on a blue background.

Total RNA isolation, cDNA synthesis and real-time quantitative PCR. Total
RNA was extracted from cell monolayers or from cells cultured on Matrigel using
TriZol reagent (Life Technologies, Gaithersburg, MD). For cDNA synthesis, 2 pg of
total RNA were reverse-transcribed using a high capacity cDNA reverse transcription

kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). cDNA was stored at -80°C prior to PCR.
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Gene expression was quantified by real-time quantitative PCR using iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). DNA amplification was carried out using an
Icycler 1Q5 (Bio-Rad, Hercules, CA) and product detection was performed by
measuring binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. The
QuantiTect primer sets were provided by Qiagen (Valencia, CA) : MMP-9
(Hs MMP9 1 SG, QT00040040), MMP-2 (Hs MMP2 1 SG, QT0088396),
Vimentin (Hs_VIM 1 SG, QT00095795), Snail (Hs_SNAIl1 1 _SG, QT00010010),
Slug (Hs_SNAI2 1 SG, QT00044128), PPIA (Hs PPIA 4 SG, QT01866137),
GAPDH (Hs GAPDH 1 SG, QT00079247), and p-Actin (Hs Actb 2 SG,
QT01680476). The relative quantities of target gene mRNA compared against two
internal controls, GAPDH and B-Actin mRNA, were measured by following a ACT
method employing an amplification plot (fluorescence signal vs. cycle number). The
difference (ACT) between the mean values in the triplicate samples of target gene and
those of GAPDH and B-Actin mRNAs were calculated by CFX ManagerTM (Bio-Rad,
Hercules, CA) and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2-ACT.

Human epithelial to mesenchymal transition PCR array. Human Epithelial to
Mesenchymal Transition (EMT) RT? Profiler PCR Arrays (PAHS-090Z, Qiagen) were
used according to the manufacturer’s protocol. The detailed list of the EMT key genes
assessed can be found on the manufacturer’s website (https://www.qiagen.com/ca/).
Using real-time quantitative PCR, we reliably analyzed expression of a focused panel
of genes related to genes regulated during EMT. Relative gene expressions were

calculated using the 2— 24¢T

method, in which CT indicates the fractional cycle number
where the fluorescent signal reaches detection threshold. The ‘delta—delta’ method uses
the normalized ACT value of each sample, calculated using a total of five endogenous
control genes (B2M, HPRT1, RPLP0O, GAPDH, and ACTB). Fold change values are
then presented as average fold change = 2 (average AACT) for genes in either ES-2

ovarian cancer cells treated with TGF-f or cells cultured on top of Matrigel relative to
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control cells. Detectable PCR products were obtained and defined as requiring <35
cycles. The resulting raw data were then analyzed using the PCR Array Data Analysis
Template (http://www.qiagen.com/geneglobe). This integrated web-based software
package automatically performs all AACT based fold-change calculations from our

uploaded raw threshold cycle data.

Cell migration assay. Cell migration assay experiments were carried out using
the Real-Time Cell Analyzer (RTCA) Dual-Plate (DP) Instrument of the xCELLigence
system (Roche Diagnostics). Typsinized ES-2 and SKOV-3 adherent ovarian cancer
cells were seeded (20,000 cells/well) onto CIM-Plates 16 (Roche Diagnostics). These
migration plates are similar to conventional Transwells (8 pm pore size) but have gold
electrode arrays on the bottom side of the membrane to provide real-time measurement
of cell migration. Prior to cell seeding, the underside of the wells from the upper
chamber were coated with 25 pl of 0.15% gelatin in PBS and incubated for 1 hour at
37°C. Cell migration was monitored for 6 hours. The impedance values were measured
by the RTCA DP Instrument software and were expressed in arbitrary units as
Normalized Cell Migration Index. Each experiment was performed three times in

triplicate.

Vasculogenic mimicry in vitro assay. In vitro vasculogenic mimicry (VM) of
ES-2 ovarian cancer cells was assessed by Matrigel tube formation as previously
described (20). In brief, each well of a 96-well plate was pre-coated with 50 ul of
Matrigel. After gel solidification, ES-2 cell suspension in culture media (1.8x10*
cells/200 pul) was seeded into the wells. Catechins (30 pM) were added to the cell
culture media and incubated at 37°C in a CO: incubator. Photographs were taken
overtime using a digital camera attached to a phase-contrast inverted microscope. Loop
area, loop perimeter, branching, and tube elongation parameters were quantified using

Wimasis Analysis software from Onimagin Technologies (Cordoba, Spain).
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Statistical data analysis. Unless otherwise stated, data and error bars were
expressed as means = SEM of three or more independent experiments. Statistical
analysis of data was performed by one-way ANOV A with Tukey's post-test to establish
differences among groups. Probability values of less than 0.05 were considered
significant and an asterisk identifies such significance in the figures. Sigmastat (Jandel

Scientific Software, San Rafael, CA) was used for all analyses.



58

3.5 Results

Low chemotactic response and inoperative TGF-f-mediated phosphorylation
of Smad-3 in chemoresistant SKOV-3 ovarian cancer cells. TGF-} signaling was
reported to promote single-cell migration of mammary tumor cells and to contribute to
EMT (21, 22). However, it is unclear whether this chemotactic response applies to a
chemoresistant phenotype. We thus first assessed the extent of TGF-f-mediated Smad-
3 phosphorylation status in serum-starved chemosensitive ES-2 ovarian cancer cells,
and compared it to that of chemoresistant SKOV-3 ovarian cancer cells (Fig. 3.1A).
We found that Smad-3 phosphorylation occurred within the first 20 minutes of TGF-3
treatment in ES-2 cells, whereas it was undetectable in SKOV-3 cells although TGF-
BR1 expression was detected in both cell lines (Fig. 3.1B). The chemotactic response
was further assessed using exposure to various concentrations of TGF-f; the cytokine
was found to significantly trigger ES-2 cell migration, whereas SKOV-3 chemotaxis

remained low in response to TGF-B (Fig. 3.1C).

High TGF-f-mediated induction of phosphorylated signaling intermediates
and EMT biomarkers in chemosensitive ES-2 ovarian cancer cells. TGF- signaling
toward EMT is mediated by both Smad-dependent and Smad-independent pathways,
including p38 MAP kinase (p38 MAPK) (23). Although the Smad pathway is unique
to TGF-f signaling, p38 MAPK can also be activated by other pathways including Ras
and Wnt, which cooperate with TGF-B to induce EMT (24). The EMT response
downstream of TGF-B signaling was next examined using various concentrations of
TGF-B and immunoblotting (Fig. 3.2A). Densitometric quantification of representative
immunoblots was performed and protein expression normalised with respect to
GAPDH. These results show that the lower responsiveness to TGF-f1 in SKOV-3
ovarian cancer cells as compared to ES-2 was reflected by the inability of SKOV-3 to

exhibit increased expression of the EMT biomarkers Fibronectin, Vimentin, Snail and
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Slug, or in phosphorylation of Smad-3 and p38 signalling intermediates (Fig. 3.2B).
The high response to TGF-f§ in ES-2 cells combined with the lack of TGF-f-mediated
responsiveness in SKOV-3 cells suggests that strategic pharmacological intervention
may possibly be more efficient in preventing the transition towards a more invasive

phenotype in response to TGF-f.

Structure:function study of TGF-f signal blocking by diet-derived catechins
with ES-2 ovarian cancer cells. Tumor cells undergoing TGF-B-mediated EMT
acquire the capacity to detach and migrate away from the primary tumor (25). The anti-
TGF-B signaling of diet-derived catechins was next tested in order to assess their
abilities to alter downstream phosphorylation of signaling intermediates and EMT
biomarkers expression, along with the cell chemotactic response to TGF. Serum-
starved ES-2 ovarian cancer cells were cultured as described in the Methods section,
and then treated for 48 hours with 10 ng/ml TGF-f in the presence or absence of 30
uM of a specific catechin. Cell lysates were analysed by Western blotting.
Immunodetection demonstrated changes in the levels of TGF-B-induced Smad-3
phosphorylation, Fibronectin, Snail, and Slug expression when galloyl moieties were
present on the catechins tested. More specifically, catechin gallate (CG), gallocatechin
gallate (GCQ), epicatechin gallate (ECG), and epigallocatechin gallate (EGCQ) all
reduced expression of the TGF-B-induced EMT biomarkers tested Fibronectin, Snail,
and Slug, as well as of Smad-3 phosphorylation (Fig. 3.3A). When the functional
impact of the catechins was tested on the TGF-B-induced ES-2 ovarian cancer cell
migration, again CG, GCG, ECG, and EGCG but also EC were found to significantly
reduce chemotactism (Fig. 3.3B). To gain insight into the potential molecular
mechanisms of action that regulate ECM degradation and cell migration, conditioned
media were harvested following the above-described catechin treatments and gelatin
zymography was performed in order to assess the extent of secreted MMP-2 levels. All
of the gallated catechins specifically inhibited the TGF-B-induced MMP-2 levels (Fig.

3.3C). Aside from EC, this observation may in part link the reduced acquisition of
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EMT-associated phenotype to specific targeting of the migratory potential in ES-2

ovarian cancer cells.

Kinetics and characteristics of in vitro 3D-capillary-like structure formation
assay of ES-2 ovarian cancer cells correlate with EMT biomarkers during
vasculogenic mimicry. Vasculogenic mimicry (VM) is associated with cancer cell
migration and invasion (26), and has been reported to occur in ovarian cancer cells (27,
28). Here, we first tested whether ES-2 ovarian cancer cell monolayers cultured on
Matrigel generated 3D capillary-like structures. VM kinetics were assessed and
pictures taken over 24 hours (Fig. 3.4A). Then, 3D capillary-like structure
characteristics were analyzed as described in the Methods section for loop area, loop
perimeter, branching, and tube elongation (Fig. 3.4B). The deduced VM kinetic
parameters indicated that the rapid (<5 hours) initiation phase was characterized by
high levels of loop area and perimeter (Fig. 3.4B, open circle) and by branching and
tube elongation (Fig. 3.4B, closed circle). A decrease in branching and tube length was
associated with the maturation phase of in vitro VM. In order to assess whether any
common EMT biomarkers’ regulation linked TGF-B response to VM, total RNA was
isolated from ES-2 cell monolayers cultured on plastic either from control or from
TGF-B-treated cells, or from ES-2 cells cultured for 24 hours on Matrigel (Fig. 3.4C).
Gene expression was first screened using a human PCR array for 86 EMT biomarkers
as described in the Methods section. Eight of the genes induced by either TGF-f or
upon cultures on top of Matrigel were further confirmed by RT-qPCR (Fig. 3.4C). In
addition to MMP-9, WNT5A, WNTI11, and PDGFRB, these included EMT biomarkers
Fibronectin (FN), Slug, Snail, and MMP-2. These observations and the similar
transcriptional regulation of some crucial EMT biomarkers confirm that EMT triggered
upon TGF-B or VM cues appear to share some common regulatory mechanisms in our

ES-2 ovarian cancer cell model (27).
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Catechin alteration of in vitro 3D capillary-like structure formation by ES-2
ovarian cancer cells. Having established the effects of the diverse catechins shown
above against the acquisition of EMT phenotype and increased cell migration, we next
sought to assess their effects on in vitro VM. ES-2 cells were seeded onto Matrigel and
left to generate capillary-like structures (Fig. 3.5A). When in vitro VM was tested in
the presence of 30 uM catechins (Fig. 3.5B), CG, GCG, and ECG were found to
effectively inhibit the formation of 3D capillary-like structures (Fig. 3.5C).
Intriguingly, although EGCG inhibited TGF-B-mediated EMT biomarkers expression,
cell migration, and MMP-2 secretion, it was ineffective at inhibiting VM (Fig.
3.5C).Extraction of total RNA was further performed from cells involved in VM in the
presence or not of the catechins, and RT-qPCR performed to assess the levels of Slug
(Fig. 3.5D) and Snail (Fig. 3.5E) gene expression. We found that only GCG was able
to downregulate both Slug and Snail expression, whereas CG, ECG, and EGCG were
able to only downregulate Snail gene expression. These observations prompt for
differential regulation of Snail and Slug by catechins, and for Snail as being the key

transcription factor involved in VM regulation by several of the catechins tested.
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3.6 Discussion

In this study, we assessed the structure-to-chemopreventive function
relationship of eight diet-derived catechins against TGF-B-mediated EMT, as well as
considered their effects against ovarian cancer cell migration and in vitro vasculogenic
mimicry. The latter phenomena represent two crucial hallmarks induced by TGF-f3, and
both account for chemoresistance which remains a major complication in ovarian
cancer treatments. In fact, EMT is a latent developmental process that is re-activated
during cancer progression (29) and, as such, plays a crucial role in the aggressiveness
of epithelial ovarian cancer (EOC) through increased invasion ability. Not surprisingly,
strong evidence links chemoresistance to EMT, and discovery of novel therapeutic
opportunities that target EMT in EOC should improve the clinical outcome of patients

suffering from such lethal gynecologic malignancies (30).

We first demonstrated that EMT was significantly induced in ES-2 ovarian
cancer cells, as a model of EOC, through high TGF-B-mediated phosphorylation of
Smad3, and was reflected by downstream increased expression of several
mesenchymal biomarkers such as Snail, Slug, Vimentin and Fibronectin. Such
increases in EMT biomarker expression also correlated with their induced mRNA
transcript levels, along with phosphorylation of p38. The increased expression of Snail,
Slug and Fibronectin upon TGF-B treatment was previously reported to directly
contribute to cisplatin resistance in ovarian cancer (31), radioresistance in ovarian
cancer stem cells (32), and to occur in grade-IV-derived U87-MG glioblastoma
multiforme cells (33). Our observations further show that the SKOV-3 chemoresistant
ovarian cancer cell model only modestly responded to TGF-3 with consequently lower
induction in EMT biomarkers. Such a varying expression pattern of EMT markers,
between chemosensitive and chemoresistant ovarian cancer cell models, could be due

to the non-dichotomous nature of EMT itself. It is now recognized that rather than a
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linear transition from an epithelial to mesenchymal phenotype, EMT could rather be
viewed as a spectrum of different pseudo-EMT or EMT subtypes at given stages in the
cell aggressiveness phenotype. Accordingly, aberrations in TGF- signaling pathways
are not uncommon in tumorigenesis. In fact, TGF-p has paradoxical roles in cancer
development as, in the early stages; an activation of the TGF-f§ pathway is generally
associated with oncosuppression (34). On the other hand, when proceeding towards
more advanced stages of aggressiveness, TGF-f§ promotes metastasis, angiogenesis,

and immunosuppression through EMT (35, 36).

Here, in contrast to ES-2 cells, we hypothesized that the highly adaptive
chemoresistant and aggressive phenotype of SKOV-3 cells precludes their need for
cytokine-induced EMT. Interestingly, both reduced expression and decreased binding
of the protein Smad4, required for nuclear translocation of TGF-f, are been found with
a higher frequency in advanced stage ovarian cancer as compared to normal ovarian
tissue (37, 38). The loss of Smad4 protein is further believed to correlate with a more
aggressive phenotype (39). Whether such alterations explain part of SKOV-3’s lack of
responsiveness to TGF-f remains to be confirmed. Chemopreventive pharmacological
targeting of upstream TGF-B-mediated EMT in chemosensitive ES-2 ovarian cancer
cells therefore represents a logical therapeutic window of opportunity that we wished

to exploit further with the use of diet-derived catechins.

Among the eight catechins we tested, EGCG is undoubtedly the best-studied
because of its pleiotropic cellular effects, in part through its ability to interact with
numerous biological constituents (16). Among EGCG’s interactors, the transmembrane
67 kDa Laminin Receptor (67LR) has been proposed as its primary cell surface
receptor (40). In a study using human ovarian carcinoma tissues, increased expression
of 67LR was observed and which correlated with the clinicopathological features of
advanced ovarian cancer (41, 42) as well as with poor prognosis in EOC (43). Along

with the direct interactions of gallated catechins with MMP-2, MMP-9, MMP-14,
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LRP1, TIMP-2, and MTCBP1 (19, 44), EGCG has also been found to bind directly to
the TGFBRII (45). It is safe to hypothesize that a direct effect on the TGF-3 receptor
may therefore, in part, explain the ability of EGCG, and of other gallated catechins, to
prevent TGF-B-mediated EMT (46), cell migration and VM. Whether these effects are
a consequence of structure-specific direct competition of the gallated catechins with
TGF-B docking within its receptor, or a downstream intracellular effect once
transported into the cell through the 67LR remains to be determined. Nevertheless,
downstream inhibition of TGF-B1 signaling by EGCG has been reported in human lung
cancer cells (47) and in non-small cell lung cancer cells (48), and agrees with the
inhibitory effects we have observed here on intracellular transduction cascades

involving Smad3 and p38 phosphorylation.

In fact, our experiments further exhibit the ability of gallated catechins to inhibit
both the formation of in vitro 3D capillary-like structures as well as vasculogenic
mimicry (VM) as part of the EMT process. It is acknowledged that EMT contributes
to VM since some cancer cells can adopt an endothelium-like phenotype through up-
regulation of EMT biomarkers (14). To our knowledge, our study is the first to report
the effects of catechins on ovarian cancer cell VM, and to establish Snail as the key
transcription factor in the regulation by catechins of VM and of TGF-B-induced EMT
and cell migration. Inhibition of TGF-B-induced MMP-2 (Fig. 3.3C) may, in part,
explain this effect because a decrease in the ECM components proteolysis leads to
lower cancer invasiveness. EGCG is well-known to inhibit MMP activity (49), and
treatment of aggressive melanoma cells with an MMP inhibitor resulted in the
inhibition of vasculogenic mimicry-associated genes (50). Whereas, such catechin-
sensitive mechanism has been tested in only one chemosensitive ovarian cancer cell
line (ES-2) herein, the ubiquity of this mechanism will require to be tested in ovarian
cancer cell lines isolated from patients with ovarian cancer, in various stages of cancer

development and aggressiveness.
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Given catechin-protein interaction studies have been reported previously (19),
one can legitimately design future studies that combine computational docking analysis
and X-ray crystallographic analysis in order to reveal more comprehensive details on
catechin-protein interactions involving molecular dynamics simulations with TGF-3
receptors and with the 67LR structures. Accordingly, biophysical testing will also be
required to provide solid structure-based testing of that hypothesis. Our preliminary
studies confirm that the galloyl moiety may anchor gallated catechins to proteins
through interactions with their hydroxyl groups (51). Whether such catechin-protein
interaction competes with the TGF-3 binding domain within the TGFBR, alters TGFBR
oligomerization dynamics, inhibits their kinase activity, or interacts upstream of the
TGF-f signaling through the 67LR remains to be confirmed (Summarized in Fig. 3.6).
Altogether, this should inspire more efficient drug designs exploiting the galloyl
moiety in order to significantly target or circumvent processes involved in

chemoresistance or metastasis.
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Figure 3.1 Low chemotactic response and inoperative TGF-f-mediated phosphorylation

of Smad-3 in chemoresistant SKOV-3 ovarian cancer cells. A) Serum-starved chemosensitive
ES-2 ovarian cancer cells and chemoresistant SKOV-3 ovarian cancer cells were cultured as
described in the Methods section, and then treated for the indicated time with 100 ng/ml TGF-
B. Cell lysates were analysed for protein content by Western blotting and immunodetection
performed as described in the Methods section in order to detect the extent of P-Smad-3 and
TGF-BR1 expression. B) Densitometric quantification of a representative P-Smad-3 induction
is presented and was normalised on TGF-BR1. C) Chemotactic response to various TGF-f
concentrations was assessed. Real-time ES-2 (left panel) and SKOV-3 (right panel) cell
migration was performed using the xCELLigence system as described in the Methods section.
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Figure 3.2 TGF-B-mediated induction of phosphorylated signaling intermediates and
EMT biomarkers. A) Serum-starved chemosensitive ES-2 ovarian cancer cells and
chemoresistant SKOV-3 ovarian cancer cells were cultured as described in the Methods
section, and then treated for 18 hours with the indicated TGF-p concentrations. Cell lysates
were analysed for protein content by Western blotting and immunodetection performed as
described in the Methods section in order to detect P-Smad-3, P-p38, Fibronectin Vimentin,
Snail, Slug, and GAPDH expression. B) Densitometric quantification of representative
immunoblots is presented where protein expression was normalised to GAPDH.
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Figure 3.3 Structure-to-anti-TGF-p signaling function study of diet-derived catechins
with ES-2 ovarian cancer cells. A) Serum starved chemosensitive ES-2 ovarian cancer cells
were cultured as described in the Methods section, and then treated for 18 hours with 100 ng/ml
TGF-B in the presence or absence of the indicated 30 uM catechins. Cell lysates were analysed
for protein content by Western blotting and immunodetection performed as described in the
Methods section in order to detect P-Smad-3, Fibronectin, Snail, Slug, and GAPDH expression.
B) Impact of the catechins on TGF-B chemotactic cell migratory response was assessed using
the xCELLigence system as described in the Methods section. C) Conditioned media were
harvested following treatment and gelatin zymography performed as described in the Methods
section to assess secreted MMP-2 levels. Significance:* p < 0.05 vs non-gallated catechin
moiety.
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Figure 3.4 Kinetics and characteristics of in vitro 3D capillary-like structure formation

assay of ES-2 ovarian cancer cells correlate with EMT biomarkers during vasculogenic
mimicry. ES-2 ovarian cancer cell monolayers were cultured as described in the Methods
section. A) Cells were then trypsinized and seeded on top of Matrigel for up to 24 hours and
representative pictures were taken. B) 3D capillary-like structure formation characteristics
(loop area, loop perimeter, branching, and tube elongation) were analyzed using the Wimasis
analysis software. C) Total RNA was isolated from ES-2 cell monolayers cultured on plastic
from control (Vehicle) or TGF-B-treated cells (TGF-f), or from ES-2 cells cultured for 24 hours
on Matrigel (Matrigel). Gene expression was then first screened using a PCR array for EMT
biomarkers expression as described in the Methods section. Only those genes that were
significantly induced (WNT11, WNT5B, PDGFRB, Fibronectin (FN), Slug, Snail, MMP-2 and
MMP-9) were further confirmed by RT-qPCR as described in the Methods section.
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Figure 3.5 Catechin alteration of in vitro 3D-capillary-like structure formation by ES-2
ovarian cancer cells. A) ES-2 ovarian cancer cells were seeded either on plastic or Matrigel
and cultured for 24 hours as described in the Methods section. B) 3D-capillary-like structure
formation on Matrigel was assessed in the presence of tested catechins (30 puM) and
representative pictures were taken after 24 hours treatment. C) Capillary-like structure tube
length was measured using the Wimasis analysis software for each catechin and expressed as
a percentage of tube length for vehicle-treated cells. Total RNA was isolated from ES-2 cells
cultured for 24 hours on Matrigel in the presence or not of the indicated catechins. Gene
expression was then assessed for D) Slug, and E) Snail by RT-qPCR as described in the
Methods section. Significance:* p < 0.05 vs non-gallated catechin moiety.
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Figure 3.6 Scheme summarizing the anti-TGF- impact of the gallated catechins. A)
Chemical structures of the four gallated catechins which were tested in this study. B) We
postulate that the gallated catechins efficiently alter TGF-B-mediated events by either
competing with TGF-$ at the TGF-B receptor binding site, by inhibiting TGF-f receptor
oligomerization, or by inhibiting the serine-threonine kinase activity associated to TGF-§
receptor. Alternatively, gallated catechins could interact, to some extent, with the 67LR in order
to translocate within the cell and alter TGF-B/TGF-BR signal transduction. Collectively, this
can alter downstream signaling cascades (phosphorylation of Smad3 or p38, among others) and
induction of EMT. The acquisition of a less invasive to a more invasive phenotype leads to
increased cell chemotactic migration and vasculogenic mimicry, which require the activity of
matrix metalloproteinases to degrade the ECM components. These events are reflected by the

metastatic and chemoresistant phenotype that can ultimately be prevented by the gallated
catechins.
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4.1 Résumé

La fonction chimique galloyle est une particularité structurelle qui dicte, en partie, les
propriétés chimiopréventives des catéchines du thé vert. Chez une lignée de cancer
ovarien, les catéchines galloylées ont antérieurement démontré la capacité de cibler la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) médiée par le facteur de croissance
transformant béta (TGF-p). L’effet précis de la fonction galloyle en aval de cette voie
de signalisation reste toutefois méconnu. Dans cette étude, nous nous sommes demandé
si la fonction galloyle, a elle seule, pouvait interagir avec les récepteurs du TGF-f de
sorte a altérer la transduction des signaux et la réponse chimiotactique d'un modéle de
carcinome ovarien séreux, ES-2. De concert avec les valeurs LogP et LogS des
molécules testées, nous avons découvert que la phosphorylation de Smad-3, induite par
le TGF-P, était inhibée de facon optimale lorsque la chaine aliphatique de la fonction
galloyle atteignait 8 a 10 carbones. L’inhibition fonctionnelle de I’activité kinase de
TGF-BR1 a été mise en évidence par une interaction physique directe détectée par
résonance plasmonique de surface. Les analyses par amarrage moléculaire in silico ont
prédit un modele ou les catéchines galloylées se positionnaient dans la poche de liaison
de I’ATP, un site analogue a celui du Galunisertib, inhibiteur compétitif de TGF-BRI1.
Nos résultats suggerent que la fonction galloyle des catéchines du thé vert permet une
spécificité de liaison et de positionnement de ces molécules au sein du domaine kinase
du TGF-BR1 ayant pour effet d’antagoniser la signalisation médiée par TGF-f requise

a I’invasion du cancer de 1’ovaire et la formation de métastases.
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4.3 Abstract

Background: The galloyl moiety is a specific structural feature which dictates, in part,
the chemopreventive properties of diet-derived catechins. In ovarian cancer cells,
galloylated catechins were recently demonstrated to target the transforming growth
factor (TGF)-B-mediated control of the epithelial-mesenchymal transition (EMT)
process. The specific impact of the galloyl moiety upstream of such signaling however
remains poorly understood. Aim: Here, we questioned whether the sole galloyl moiety
interacted with and altered TGF-B-receptor roles in signal transduction and chemotactic
migratory response in a ES-2 serous carcinoma-derived ovarian cancer cell model.
Results: In line with the LogP and LogS values of the tested molecules, we found that
TGF-B-induced Smad-3 phosphorylation and cell migration were optimally inhibited,
provided that the lateral aliphatic chain of the galloyl moiety reached 8 to 10 carbons.
Functional inhibition of the TGF- BR1 kinase activity was evidenced through direct
physical interaction with the galloyl moiety as assessed by surface plasmon resonance.
In silico molecular docking analyses predicted a model where galloylated catechins
may bind TGF-BRI1 within its ATP binding cleft in a site analogous to that of
Galunisertib, a competitive inhibitor of TGF- BR1. Conclusion : Our data suggest that
the galloyl moiety of the diet-derived catechins provides specificity and positioning of
these molecules within the kinase domain of the TGF- BR1 in order to antagonize TGF-

B-mediated signaling required for ovarian cancer cell invasion and metastasis.



83

4.4 Introduction

Ovarian cancer remains the gynecological malignancy with the highest
mortality rate among women (1, 2). As such, much effort has not only been devoted to
search for new therapeutic strategies but also towards diet-derived chemopreventive
interventions (3, 4). As such, significant associations between green tea intake,
decreased ovarian cancer occurrence and better prognosis have arisen from
observational studies (5, 6). Complementary evidence from systematic reviews and
meta-analysis observational epidemiologic studies further concluded that ovarian
cancer risk decreased as the consumption levels of total, rather than isolated specific
phytochemicals, non-herbal tea increased (7). More importantly, evidence further
points out for concerted actions of a group of molecules such as polyphenols, likely in
combination with other phytochemicals or micronutrients, which have been shown to
efficiently target the multiple molecular processes involved in cancer development and

progression (8).

Ovarian cancer aggressiveness is in addition likely due to the prevalence of
metastatic high-grade serous carcinomas and the absence of early symptoms and early
detection strategies (9). Metastasis, which combines complex molecular processes
involving, in part, cancer cell migration away from the primary site of tumor (10), has
been thought to be targeted by green tea components (8, 11), and the epithelial-
mesenchymal transition (EMT) process inferred in such a cell-biological program (12,
13). The need to further characterize the functional properties associated to a group of
phytochemicals has since increased our understanding of the pleiotropic targeting of
mechanisms underlying the epithelial ovarian cancer (EOC) growth-inhibitory effects
of green tea-derived polyphenols (14). However, the relationship between the structure
and biological actions of several green tea catechins against EMT remains to be

addressed.
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EMT can be induced by several growth factors including, among the most
potent ones, transforming growth factor-f (TGF-B) (12). Incidentally, the relative
pharmacological effects of green tea-derived catechins in preventing TGF-B-induced
EMT was recently found to inhibit cell migration and the expression of EMT
biomarkers in ES-2 cells derived from a serous carcinoma ovarian cancer (11, 15).
More importantly, it was inferred that those catechins presenting a galloyl moiety,
namely (—)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG), epicatechin gallate (ECG), catechin
gallate (CG), and gallocatechin gallate (GCG), were the most potent to inhibit TGF-f3-
induced phosphorylation of Smad-3. This suggests that specificity of action may be
dictated through a yet to be evaluated contribution of the galloyl moiety against the
kinase activity of TGF-f receptor 1 (TGF-BR1) (11).

TGF-BR1 is a member of the TGF-f receptor subfamily and a Ser/Thr protein
kinase. It forms a heteromeric complex with type Il TGF-f3 receptors when bound to
TGF-p to transduce the TGF-f signal from the cell surface to the cytoplasm (16).
Inhibition of TGF-B-mediated signaling by diet-derived catechins, a group of
flavonoids that have been proven consistently to have positive traits, has recently been
shown in ovarian cancer cells (11), anaplastic thyroid carcinoma cells (17), and human
lung carcinoma (18). Whereas computational molecular docking analysis (CMDA) of
catechins helped explain their health benefits (19) and potential in drug design
strategies (20), there is a lack of understanding in the mechanism behind the galloyl

moiety in the anti-TGF-f-mediated signaling that controls EMT and metastasis.

Cancer chemoprevention with green tea catechins has recently been inferred to
target receptor tyrosine kinases (RTKs) (21). EGCG, in particular, has been shown to
block the activation of the epidermal growth factor receptor (EGFR) family of RTKSs,

the activation of insulin-like growth factor-1 receptor and of vascular endothelial
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growth factor receptor-2 (22). Whereas some of the suppressive effects of EGCG on
EGFR were shown in part to occur by altering membrane lipid organization and
subsequent inhibition of dimerization processes, direct assessment of any biophysical
interaction with kinase domains of the above-mentioned RTKs remains to be
investigated. Here, we investigated the mechanism of action and biophysical
interaction by which galloylated catechins are able to affect the TGF-BR1 kinase

activity.
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4.5 Materials and methods

Materials. Sodium dodecylsulfate (SDS) and Galunisertib (LY2157299) were
from MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ) and all catechins, galloylated
compounds, and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma-Aldrich
Canada (Oakville, ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad
(Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from
Amersham Pharmacia Biotech (Baie d’Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein
assay reagents were purchased from Pierce (Rockford, IL). The polyclonal antibodies
against Smad-3 and phosphorylated Smad-3 were obtained from Cell Signaling
Technology Inc (Danvers, MA). Horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-
rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were obtained from Jackson

ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA).

Cell culture. Human serous carcinoma-derived ES-2 ovarian cancer cells were
purchased from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Cells
were grown as a monolayer with McCoy's 5a Modified Medium for ES-2 cells (317-
010-CL, Wisent, St-Bruno, QC) containing 10% fetal bovine serum (12483-020, Life
Technologies, Carlsbad, CA), 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin (450-
202-EL, Wisent, St-Bruno, QC). Cells were cultured at 37°C under a humidified 95%-

5% (v/v) mixture of air and COx.

Immunoblotting procedures. ES-2 ovarian cancer cells were lysed and proteins
were separated by SDS-—polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After
electrophoresis, proteins (30 pg) were electrotransferred to polyvinylidene difluoride
membranes, which were then blocked for 1 h at room temperature with 5% nonfat dry
milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5) containing 0.3%
Tween-20 (TBST; Bioshop, TWNS510-500). Membranes were further washed in TBST
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and incubated with the appropriate primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST
containing 3% BSA and 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich Canada, S2002), followed
by a 1 h incubation with horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit or anti-
mouse IgG at 1/2,500 dilutions in TBST containing 5% nonfat dry milk.

Immunoreactive material was visualized by ECL.

TGF-BRI1 kinase assay. The activity of the TGF-BR1 kinase was assessed using
the ADP-Glo™ Kinase Assay kit (Promega, Madison, WI) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, this luminescent kinase assay is based on
measures of the ADP formed from a kinase reaction. The ATP remaining after
completion of the kinase reaction is depleted prior to an ADP to ATP conversion step
and quantitation of the newly synthesized ATP converted into light by Ultra-Glo™
Luciferase. Linearity of the ADP-Glo Kinase Assay was performed by generating an
ATP-to-ADP conversion curve prepared at 50 uM ATP+ADP concentration range. We
found that the reaction was linear up to 100 ng of enzyme used (Fig. 4.4A). Within the
linear range, we decided to use 40 ng of the TGF-BR1 kinase domain to test all of the

catechins as well as our different galloylated molecules.

Cell migration assay. Cell migration assays were carried out using the Real-Time
Cell Analyzer (RTCA) Dual-Plate (DP) Instrument of the xCELLigence system (Roche
Diagnostics). Adherent ES-2 ovarian cancer cells were trypsinized and seeded (20,000
cells/well) onto CIM-Plates 16 (Roche Diagnostics). These migration plates are similar
to conventional Transwells (8 um pore size) but have gold electrode arrays on the
bottom side of the membrane to provide real-time measurement of cell migration. Prior
to cell seeding, the underside of the wells from the upper chamber were coated with 25
pL of 0.15% gelatin in PBS and incubated for 1 h at 37°C. Cell migration was
monitored for 8 h in the presence or absence of TGF-3 and the indicated galloylated

molecules. The impedance values were measured by the RTCA DP Instrument



88

software and were expressed in arbitrary units as Normalized Cell Migration Index.

Each experiment was performed three times in triplicate.

Surface plasmon resonance (SPR) analysis. SPR analyses were performed using
a Biacore T200 instrument (GE Healthcare). The running buffer was PBS
supplemented with 0.05% Tween-20 and the temperature was set to 25°C. The
recombinant kinase domain of TGF-BR1 protein (TGF-BR1-1495H Human, Creative
BioMart, Shirley, NY) was immobilized on a carboxymethylated dextran CM7 sensor
chip (GE Healthcare) following the amine coupling kit protocol (GE Healthcare). After
surface activation, TGF-BR1 protein (25 pg/mL in 10 mM sodium acetate buffer, pH
4.5) was injected at a flow rate of 10 pL/min to reach a level of immobilization of
23,000 RU. The surface was then deactivated by the injection of an ethanolamine
solution. The same procedure was used without TGF-BR1 protein to create a reference
channel. Steady-state bindings of catechins or galloylated molecules over the
immobilized recombinant protein sensor chip were evaluated at increasing
concentrations (5 nM to 5 uM) at a flow rate of 30 uL/min. The sensor chip was
regenerated after each cycle by injecting a 10 mM glycine solution, pH 3.0, for 30
seconds. Binding sensorgrams were obtained by subtraction of the reference flow cell
(without protein). Data analysis was performed using the BIAevaluation software

package (GE Healthcare) and fitted to a one-site Langmuir binding model.

Computational molecular docking analysis. Molecular docking analysis of
catechins and galloylated molecules to the TGF-fR1 kinase domain (PDB ID: 5e8s)
was performed using AutoDock Vina software (Scripps Research Institute, USA) (23)
and the following compounds : Catechin (C, CHEMBL206452), Catechin gallate (CG,
CHEMBL483083), Gallocatechin (GC, CHEMBL125743), Gallocatechin gallate
(GCG, CHEMBL264938), Epicatechin (EC, CHEMBL583912), Epicatechin gallate
(ECG, CHEMBL36327), Epigallocatechin (EGC, CHEMBL47386), Epigallocatechin
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gallate (EGCG, CHEMBL297453), Ethyl gallate (CHEMBL453196), Propyl gallate
(CHEMBL7983), Butyl gallate = (CHEMBL494005), Dodecyl  gallate
(CHEMBL16121) and Galunisertib (CHEMBL 2364611). Prior to molecular docking
simulations, the structure of TGF-BR1 was prepared by removing water molecules,
bound ligands and by adding hydrogen atoms. Visualisation and overlays were
performed in PyMOL (24). Molecular interactions between the catalytic domain of
TGF-BR1 and docked ligands were analyzed using PyMOL and Discovery Studio
Visualizer (25).

Statistical data analysis. Unless otherwise stated, data and error bars were
expressed as means = SEM of three or more independent experiments. Statistical
analysis of data was performed by one-way ANOV A with Tukey's post-test to establish
differences among groups. Probability values of less than 0.05 were considered
significant and an asterisk identifies such significance in the figures. Sigmastat (Jandel

Scientific Software, San Rafael, CA) was used for all analyses.
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4.6 Results

The galloyl moiety of green tea-derived catechins alter TGF-f-mediated
Smad-3 phosphorylation. The initial requirement of the galloyl moiety was first
assessed by comparing the effects of epigallocatechin (EGC) or epigallocatechin-3-
gallate (EGCG) on the TGF-f-mediated phosphorylation of Smad-3 in ES-2 ovarian
cancer cells. Protein lysates were obtained from cells which were pretreated with
vehicle (0,1% BSA aqueous solution), EGC, or EGCG for 18 h, then stimulated with
TGF-B for up to 2 h, and separated using SDS-PAGE. The extent of Smad-3
phosphorylation was assessed by immunoblotting (Fig. 4.1A), and found to peak at 30
minutes (Fig. 4.1B). Whereas EGC had no effect on TGF-B-induced Smad-3
phosphorylation, EGCG was found to virtually inhibit completely such signalling (Fig.
4.1B). The galloyl requirement for Smad-3 pathway inhibition was further investigated
with other members from the catechin family, and we found that catechin (C),
gallocatechin (GC), and epicatechin (EC) did not inhibit Smad-3 phosphorylation while
catechin gallate (CQG), gallocatechine-gallate (GCG), and epicatechin-gallate (ECG)
did (Fig. 4.1C). This suggests that the galloyl moiety plays a critical role in the
inhibition of TGF- receptor (TGF-BR) kinase activity.

The galloyl moiety contributes to the inhibition of the Smad-3
phosphorylation pathway. Given that the galloyl moiety appeared to potentiate the
action of several of the catechins tested, we assessed the sole impact of six different
galloylated molecules including Sodium (Na) gallate, Ethyl gallate, Propyl gallate,
Butyl gallate, Octyl gallate, and Dodecyl gallate (Fig. 4.2A). When ES-2 cells were
pretreated with the indicated galloylated molecules, a pharmacological inhibition of
TGF-B-induced Smad-3 phosphorylation was observed for all gallates (Fig. 4.2B), with
both Octyl gallate and Dodecyl gallate being able to strongly inhibit Smad-3
phosphorylation (Fig. 4.2C). Interestingly, the inhibition observed with gallate
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derivatives mimicked that of Galunisertib (LY2157299) (Fig. 4.2C), an orally available
small molecule antagonist of TGF-BR1, currently in clinical trials against glioma,
ovarian, uterine, breast and pancreatic cancers (26, 27). This suggests that the galloyl
moiety alters the overall kinase activity possibly by competing for the TGF-BR1 ATP

binding site.

The galloyl moiety antagonizes TGF-f-induced cell migration. Given the
above-altered Smad-3 phosphorylation upon galloylated molecules treatment, the ES-
2 ovarian cancer cell chemotactic response to TGF-f3 was next assessed. TGF-§ was
found to trigger ES-2 cell migration (Fig. 4.3A, control), whereas the extent of such
chemotactic response diminished progressively with the length of the aliphatic chain
of the galloyl moieties tested. The efficient chemotactic decrease in response to TGF-
B was observed in cells treated with Butyl-, Octyl-, and Dodecyl-gallate, and found to
be as effectively decreased as in cells treated with Galunisertib (Fig. 4.3B).

The galloyl moiety likely competes with the ATP binding site of the TGF-pR1
kinase domain. We next assessed the capacity of the galloylated molecules to modulate
the phosphorylation activity of the purified kinase domain of TGF-R1 using an ADP
detection assay. Interestingly, all of the molecules tested through this acellular assay
were found to alter, to some extent, the in vitro TGF-BR1 kinase activity possibly due
to the lack of any hindrance effect that would be found with a cellular assay. In
coherence with the above cellular assays performed, we still confirmed that CG, GCG,
and EGCG were significantly more potent than their respective C, GC, and EGC
ungalloylated counterparts to inhibit the TGF-BR1 kinase activity (Fig. 4.4B). No
significant difference could be observed between ECG and EC, although ECG tended
to exhibit a slightly higher inhibition than EC. When the sole galloylated molecules
were tested (Fig. 4.4C), Ethyl gallate and Propyl gallate were found ineffective in
inhibiting TGF-BR1 kinase activity, whereas all the others displayed robust inhibition
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with Dodecyl gallate being the most potent one (Fig. 4.4B). The fact that Ethyl gallate
and Propyl gallate were unable to alter kinase activity, but still able to inhibit TGF-[3-
mediated Smad-3 phosphorylation, raises the possibility that these two molecules may

inhibit TGF-B-mediated Smad-3 phosphorylation through an independent mechanism.

Galloylated catechins directly interact with TGF-BR1. We next assessed the
potential biophysical interaction capacity of the recombinant TGF-BR1 kinase domain
with either the galloylated catechins, the ungalloylated catechins, or the galloylated
molecules through SPR biosensor technology. CG, ECG, GCG, and EGCG were found
to strongly interact with the TGF-BR1 kinase domain whereas ungalloylated catechins
demonstrated significant lower interaction. Indeed, whereas dissociation constants
(KD) were 2-3 uM for ungalloylated catechins, they were ~3-times lower for
galloylated catechins with dissociation constants of 0.7-0.9 uM (Fig. 4.5A).
Galloylated molecules were found to have the highest affinity for the TGF-BR1 kinase
domain. Particularly, Octyl gallate and Dodecyl gallate interacted with TGF-BR1
kinase domain with dissociation constants of 0.26 and 0.02 uM, respectively.
Interestingly, the dissociation constants measured for galloylated molecules were
similar to that of Galunisertib (0.7 uM) (Fig. 4.5A). An important distinction must be
made here between the cellular and acellular inhibitory activities of the tested
compounds assayed in order to account for their capacity to access the TGF-R1 kinase
domain. As limitations in permeability and, ultimately, bioavailability, of a given
catechin can substantially alter its capacity to target membrane bound proteins or
intracellular transducing events, we computed the LogP and LogS values (28) to help
address their respective partitioning within the plasma membrane bilayer which may
result in a differential cellular uptake (29). Catechin gallate derivatives appeared to
exhibit potential higher capacity to cross the plasma membrane than their ungallated

parent compound (Fig. 4.5B) as was previously suggested (30). This is in agreement
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with the galloylated compounds tested, as cellular uptake may likewise be low for

poorly hydrophobic compounds with low LogP and high LogS features (Fig. 4.5C).

Computational molecular docking analyses illustrate how the galloyl moiety
could inhibit kinase activity by competing with ATP for the binding of TGF-fRI1. In
vitro experimentations performed thus far suggest that the galloyl moiety hinders TGF-
BR1 kinase activity, possibly by interfering with ATP binding and hydrolysis. To
determine whether galloylated compounds could effectively localize at the ATP
binding site and compete with ATP, we performed in silico CMDA on the TGF-fR1
kinase domain. To validate our docking protocol, we started by docking Galunisertib
to the kinase domain of TGF-BR1. Consistent with previous docking results (31) and
the co-crystal structure (32), Galunisertib effectively localized to the ATP binding cleft
of TGF-BR1. We then used the same protocol to dock ungalloylated and galloylated
catechins to the kinase domain of TGF-BR1. Superimposition of the docked ligands
revealed similar receptor binding modes with catechins localizing to the ATP binding
site of TGF-BR1 within the same general vicinity as Galunisertib (Fig. 4.6A). For
galloylated catechins, the galloyl moiety was bound in a relatively similar manner,
although subtle repositioning, by less than 1 A, was noticed for EGCG and ECG (Fig.
4.6B). Interestingly, although every docking resulted in the positioning of catechins in
the ATP binding cleft of TGF-BR1, galloylated catechins displayed stronger binding
affinity towards the TGF-BR1 kinase domain than their ungalloylated couterparts (Fig.
4.6C). Within the catalytic domain, specific interactions with Lys-213, Gly-214 and
Lys-331 were predicted for CG, GCG, ECG and EGCG (Fig. 4.6D). Galloyl moieties
further appear to involve interactions with Ser-280, a residue that has been associated
with the specificity of inhibitors toward TGF-R (32, 33). Overall, these results suggest
that the ability of the galloylated compounds to inhibit TGF-f-mediated signaling could
be achieved by binding the ATP-binding pocket and by acting as an ATP competitive
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inhibitor, thereby preventing intracellular phosphorylation of Smad2/3 and

downstream signalling cascade in a manner similar to that of Galunisertib (33).
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4.7 Discussion

EMT is a latent developmental process that is re-activated during cancer
progression and, as such, plays a crucial role in the aggressiveness of EOC through
increased invasion ability and resistance to therapy (34). Not surprisingly, strong
evidence links chemoresistance to EMT, and discovery of novel therapeutic modalities
that target EMT in EOC should improve the clinical outcome of patients suffering from
such lethal gynecologic malignancies (35). In a previous study, we analyzed the
structure-to-chemopreventive function relationship of eight catechins against TGF-f3-
mediated EMT in ES-2 ovarian cancer cells, demonstrating inhibitory effects mainly
for the catechins carrying a galloyl moiety (11). Here, we expanded on these
observations by showing the importance of the galloyl moiety of green tea-derived
catechins for the biophysical interaction with TGF-BR1 kinase, as well as for inhibition

of TGF-B-mediated signaling and cell migration.

Our study suggests that the chemopreventive activities of galloylated catechins
and gallate molecules may be accomplished through direct interaction with the TGF-
BR1 kinase domain. This interaction would further prevents phosphorylation of TGF-
B-induced Smad-3 and cell migration, likely by competing with the ATP binding site,
similar to the TGF-BR1 inhibitor Galunisertib. Although we have focused our attention
on the signaling pathway transduced by TGF-BR1, it is important to note that other
routes may also result in the inhibition of TGF-B-mediated Smad-3 phosphorylation
and cell migration. This is in accordance with our observation that Ethyl gallate and
Propyl gallate were unable to alter kinase activity yet were still able to inhibit TGF-[3-
mediated Smad-3 phosphorylation.

Emphasis was also put on characterizing and clarifying the relevance of the

galloyl moiety. We hereby demonstrated that gallate derivatives are sufficient to trigger
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TGF-B-mediated Smad-3 phosphorylation as well as TGF-3-induced cell migration,
provided that their esterified aliphatic chains are of sufficient length. Results from
direct biophysical interactions, as assessed using SPR, indeed revealed that gallate
derivatives bind the TGF-BR1 kinase domain with high affinity and in a chain length
dependent manner. Indeed, while dissociation constants of Sodium gallate to Butyl
gallate for TGF-BR1 were in the 1-2 uM range, those for Octyl gallate and Dodecyl
gallate were 10 to 100-times lower respectively (Fig. 4.5A). Consistent with these
biochemical data, CMDA indicated that the galloylated moiety is sufficient to promote
the localization of the molecules to the ATP binding site of the TGF-BR1 kinase domain
(Fig. 4.6B). For its part, the dependence of affinity on chain length could be explained
by the fact the aliphatic carbon chains esterified to the galloyl moiety are unlikely to
provide specific interactions yet they can increase the overall binding affinity by
interacting with greasy surfaces on TGF-BR1. In that sense, these aliphatic chains can
act as a proxy for catechins and other chemical groups that are found in association

with galloyl groups in green tea.

Other groups have reported the binding of gallated catechins to a number of
protein targets including protein kinases (36). Our own biophysical and CMDA
analyses are in general agreement with CMDA of EGCG to ribosomal S6 kinase
(RSK2), another Ser/Thr kinase, where EGCG prevents ATP recognition by binding
the kinase between the N- and C-lobes (37, 38). Multiple co-crystal structures as well
as CMDA have demonstrated how kinases can accommodate a structurally diverse set
of molecules. In the case of TGF-BR1, CMDA showed that the site that we identified
for gallate binding can also bind Luteolin, a structure-related flavonoid, through the
formation of hydrogen bonds with Glu-245, Lys-232, Asp-351, Ser-280, Ser-287, and
Ala-230 of TGF-BR1 (39).
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Overall our observations strengthen mounting evidence that the galloyl moiety
plays a critical role in a crucial signaling pathway regulating EMT, and that targeting
kinase activity was of particular importance. Our study further reinforces other recent
structure-function studies where a role for the galloyl moiety in both direct and indirect
interactions of green tea catechins was demonstrated with fatty acid synthase (40), or
with MT1-MMP interactor-mediated oncogenic processes (41). Inhibition of MMP-9
and RNA binding protein : Hu protein R (HuR) expression in macrophage-
differentiated HL-60 myeloid leukemia cells was also shown to require the presence of
the galloyl moiety (42). In conclusion, the gallate moiety would thus be a good
candidate to include in the future design of pharmacological molecules targeting

metastatic molecular processes.
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4.10 Figures

A- Control EGGC EGCG
0 15 30 60120 0 15 30 60 120 0 415 30 60 120 Time (min)
| ——— ——— ~ | psmada
‘......__,..._..gw_.h,___.- G ‘ Smad-3
B- 12
Cantrol
g 10F ’P\\\
‘é I.f \‘
5 / /'\\‘-‘
3 ° i/ N
T / W\
5 f PPN
% .\\_
o EGC
3 AN
&
2 . /
2 it \
- { ™,
£
@ / AN
ozl ®
EGCG
o.
0 30 60 20 120

Time of treatment (min)

C.

Treatment with TGF[i
¢ CG GC GCG EC ECG EGCEGCG

‘ — — e s — ‘ P-Smad-3

“‘_‘—--—-q—._-__—_._-l Smad-3

Figure 4.1 Green tea-derived galloylated catechin EGCG alters TGF-f-mediated Smad-3
phosphorylation. A) Serum-starved ES-2 ovarian cancer cells were treated for 18 h with either
vehicle, 30 uM EGC, or 30 uM EGCG. TGF-B (100 ng/ml) treatment was then performed for
the indicated time and cell lysates collected for immunoblotting. B) Densitometric
quantification of the extent of Smad-3 phosphorylation on total Smad-3 from a representative
experiment. C) Serum-starved ES-2 cells were treated with the indicated catechins and
immunodetection performed as in A).
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Figure 4.2 Galloylated molecules alter TGF-B-mediated Smad-3 phosphorylation. A)
Molecular structures of 6 galloylated molecules and of Galunisertib. B) Smad-3 and phosphor-
Smad-3 immunoblotting of serum-starved ES-2 ovarian cancer cells that were pretreated for
18 h with either vehicle or 10 uM of the indicated galloylated molecules or Galunisertib, and
then with TGF-f (100 ng/ml) for 30 min. C) Densitometric quantification of the extent of
Smad-3 phosphorylation on total Smad-3 from 3 independent experiments.



25

20

Cell migration (Arbitrary units)
=
o

30

25

20

Cell migration {Arbitrary units)
-
o

Figure 4.3

Control

20+

@

[ sodium
gallate
s
g
el
&
¥
t‘i ovill
;;% ca
e
ﬁJ/
'
/

30p
Ethyl
gallate
25
20}
15}
10}
sk
old

[ Propyl
gallate
25

old

[} 2 4 L] 8
Time of cell migration {hours}

Butyl
gallate

251

[} 2 4 6 8
Time of cell migration {hours}

[ octyl
Gallate

0 2 4 [ 8
Tirme of cell migration (hours)

30p
Dodecyl
gallate
251
0t
15F
10F
5F 8
-4
7
ol

0 2 4 6 8
Time of cell migration (hours)

Galunisertib

Time of cell migration {hours)

B.

P

Time of cell migration {hours)

Time of cell migration (hours)

Chemotactic response to TGF|) {% of Control)

o

20

40

60 80 100
T

Time of cell migration {hours)

120
d

Control

Na gallate
Ethyl gallate
ropyl gallate
Butyl gallate

Octyl gallate

Dodecyl gallate

Galunisertib

107

Galloylated molecules alter TGF-B-induced cell migration. A) Serum-starved

cells were treated with 10 uM of the indicated galloylated molecules for 18 h. Then, real-time
ES-2 ovarian cancer cell migration was performed in the presence (closed circles) or absence
(open circles) of 100 ng/ml TGF-B for up to 8 h. B) Relative chemotactic responses to TGF-3
are represented for each of the conditions tested.
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Figure 4.4 The galloyl moiety is sufficient to bind TGF-BR1 and inhibit its kinase activity.
A) ADP production measurement by a purified kinase domain of the TGF-BR1 kinase domain
incubated with a phosphate donor substrate. Signal linearity of the phosphorylation reaction,
as catalyzed by increasing concentrations of the TGF-BR1 kinase domain. B) Kinase activity
of 50 ng of the TGF-BR1 kinase domain tested in the presence or not of the catechins (30 uM),
as well as of the different galloylated molecules (10 uM). C) ICso values extracted from dose-
response curves for all galloylated molecules tested.
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Figure 4.5 Dissociation constants for the binding of ungalloylated catechins, galloylated

catechins, and galloyl molecules to the TGF-BR1 kinase domain. The kinase domain of TGF-
BR1 was immobilized on CMS5 sensor chips and increasing amounts (0-100 uM) of different
catechins and galloyl molecules were assayed for interaction by SPR. A) Dissociation constants
derived from representative sensograms (not shown), and plotted against LogP and LogS for
the B) galloylated and ungalloylated catechins, or C) galloyl moieties.
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Figure 4.6 Computational molecular docking analysis reveals how catechins and
galloylated compounds bind the TGF-BR1 kinase domain. A) Overlays of the docked ligands
within the TGF-BRI kinase domain, also matching the binding site of inhibitor Galunisertib,
with labelled residues corresponding to those interacting with Galunisertib X-ray co-
crystallization. Visualization was performed on PyMOL. B) Conformational overlays of the
positioning of galloylated moieties within the TGF-BR1 kinase domain corresponding to
ligands ECG (green), EGCG (blue), and Galunisertib (black). Other colors correspond to CG,
GCQG, Ethyl gallate, Propyl gallate, Butyl gallate, Octyl gallate, Dodecyl gallate. Visualization
was performed on PyMOL. C) Binding affinity scored for each tested molecule using
AutoDock Vina. D) Primary amino acid sequence alignment of TGF-BR1 catalytic domain
residues predicted to interact with docked ligands and compared with those obtained from
Galunisertib co-crystallization. Calculations were performed with Discovery Studio
Visualizer.
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CHAPITRE 5

DISCUSSION

Le cancer de I’ovaire est la malignité gynécologique la plus mortelle, soit la 5¢ cause
de déces chez les femmes dans le monde, avec des chances de survie de plus de 5 ans
de seulement 47.7% (Bray et al., 2018). Le pronostic sombre de cette maladie est di a
la prévalence des stades avancés, avec une forte dissémination de la tumeur dans la
cavité péritonéale (Bast et al., 2009; Kim et al., 2018). Plusieurs facteurs entravent les
chances de survie au cancer de I’ovaire, principalement I’absence de symptomes aux
premiers stades de développement, 1’absence de stratégies de détections précoces, le
tout alli¢ & une majorité de sous-types agressifs HGSOC se développant de novo et
étant trés invasifs (American Cancer Society, 2018; Bowtell ef al., 2015; Koshiyama
et al., 2017). Malgré I’efficacité des traitements et les nouvelles cibles thérapeutiques,
le cancer de I’ovaire tend aussi a resurgir en adoptant un phénotype de résistance a la
thérapie. Les études actuelles tendent a suggérer que I'ITH élevée serait la cause
principale d’acquisition de chimiorésistance et d’échec des thérapies (Kim ez al., 2018).
Dans cette optique, ’invasion et la métastase seraient une cible thérapeutique a
préconiser pour le traitement du cancer de I’ovaire. Empécher I’invasion n’affecte pas
directement la survie cellulaire et, ainsi, n’impose une pression sélective vers de
nouvelles lignées résistantes (Meirson ef al., 2020). 11 a ét¢ démontré que ’EMT des
cellules cancéreuses ¢tait aussi fondamentale pour ’acquisition d’un phénotype
métastatique (Lim et Thiery, 2012). La surexpression de TGF-f et la dérégulation de
la voie de signalisation semblent majoritairement étre 1’origine du phénotype
mésenchymateux (Roane et al, 2019). La compréhension de ces altérations
signalétiques, impliquées dans la progression cancéreuse, permet la venue de nouvelles

cibles thérapeutiques potentielles (Cortez et al., 2018).
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Au-dela des interventions médicales, la chimioprévention par la di¢te offre une fagon
alternative de lutter contre le cancer. En effet, le lien entre la diminution de l'incidence
de certains cancers et I’alimentation a été maintes fois rapporté. Plusieurs composés
phytochimiques retrouvés dans les produits végétaux seraient a 1’origine de cet effet
chimioprotecteur, incluant les catéchines telles ’EGCG, capable en outre d’activité
anti-invasive. Dans ce mémoire, nous évaluons le caractére anti-invasif des
polyphénols dérivés du thé vert, les catéchines, plus spécifiquement sur le cancer
ovarien. Ces travaux ont été effectués en deux volets, sous la forme de deux
publications scientifiques distinctes. Dans le premier volet, nous avons comparé le
potentiel relatif des catéchines a antagoniser les voies de signalisation régulant ’EMT,
ainsi que les processus cellulaires impliqués dans I’invasion des cellules ES-2. Nous
avons mis de I’avant que le potentiel anti-invasif des catéchines était exclusif aux
catéchines portant la fonction galloyle. Dans le deuxiéme volet, nous avons cherché
plus en détail par quel mécanisme ces catéchines entravent la voie du TGF-f et quel
role y joue la fonction galloyle avec les gallates, des antioxydants dérivées des
catéchines dont la structure est composée exclusivement d’une fonction galloyle
estérifi¢e a une chaine aliphatique. Certaines de ces molécules font partie des
métabolites des plantes et peuvent donc également étre ingérées dans le régime
alimentaire : Ethyl gallate (fruit), Propyl gallate (mais) et Octyl Gallate. Les composés
Propyl gallate, Butyl gallate, Octyl gallate et Dodecyl gallate sont alternativement
utilisés comme additif alimentaire. Quant a Sodium gallate, c’est un sous-produit
généré lors du métabolisme des médicaments (Chemical Entities of Biological Interest,
2020a, 2020b, 2020c; National Center for Biotechnology Information. PubChem
Database, 2020a, 2020b, 2020c). En somme, en testant ces produits, nous avons
démontré par une approche alternative que I’inhibition du programme de ’EMT et de
la migration cellulaire, via Smad3, par des molécules galloylées était possible. Par

conséquent, I’activité biologique accrue était possiblement attribuable a cette fonction.
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Les catéchines a la fonction galloyle préviennent I’EMT, la migration cellulaire et le

VM dans des cellules de cancer ovarien ES-2

Dans notre premier article de recherche, nous avons confirmé que I’activation du
programme de ’EMT avait lieu par I’entremise de la phosphorylation de Smad3, suite
au traitement au TGF-f, dans la lignée ES-2, accompagné par une surexpression des
facteurs de transcriptions associés a I’EMT. La réponse moins marquée au TGF-f chez
les cellules SKOV3 suggere que la voie de signalisation de la ligné chimiorésistante
est probablement inopérante. Les dérégulations de la voie du TGF-f ont effectivement
été associées avec la carcinogenése ovarienne (Roane et al., 2019). Dans les tissus
ovariens normaux, TGF-3 agit en supprimant la croissance cellulaire et en promouvant
la différenciation : c’est plutdt la perte de fonction de la voie canonique ou bien son
hyperactivation qui méne aux phénotypes de ’EMT et a I’invasion (Marth et al., 1990;
Roane et al., 2019; Zhou et Leung, 1992). Ce changement de fonction de TGF-3 semble
étre relié, entre autre, a une altération de génes régulateurs, codant pour des partenaires
transcriptionnels de smad2/3. Ces altérations suppriment I’expression de genes
antiprolifératifs au profit de genes de ’EMT et de la cancérogenése, par exemple, les
genes régulateurs DACH1 and EV11 qui sont souvent surexprimés dans le cancer
ovarien (Izutsu et al., 2001; Kurokawa et al., 2000; Roane et al., 2019). Une résistance
de la signalisation TGF-f, au niveau du récepteur, a été retrouvée dans plusieurs types
de cancer, y compris le cancer ovarien. Cette résistance peut étre causée par des
mutations du gene TGF-BR1 ou encore une expression réduite de TGF-BR2 (Alsina-
Sanchis et al., 2016; Chen et al., 2001). La perte d’expression ou d’habileté de liaison
de Smad4 est également associée a un phénotype agressif qui entraine la perte de la
fonction suppressive de TGF-f, alors que 1’activation de ’EMT est préservée (Levy et
Hill, 2005). Une théorie alternative pour expliquer I’insensibilit¢ de SKOV3 au TGF-
B serait que cette lignée exprime déja un phénotype mésenchymateux. SKOV3 est
connu pour avoir un fort potentiel métastatique. Il a été démontré que le knock-down

de l’oncoprotéine Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 (SNDI)
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permettait a des SKOV3 de récupérer un phénotype davantage épithélial, suggérant que
ces cellules peuvent présenter certaines caractéristiques mésenchymateuses (Xin et al.,
2018). L’EMT ¢étant intrinsequement liée a 1’apparition de chimiorésistance, cette
hypothése expliquerait paralléelement pourquoi la lignée SKOV3 exhibe de la résistance
au traitement aux cisplatines et a 1’adriamycine (Gonera et al., 2014; Wang, J. et al.,
2016). 11 est désormais reconnu que L’EMT n’est pas une transformation binaire entre
deux états. L’EMT engendre plutot une variété¢ d’états intermédiaires ou les cellules
peuvent exprimer a la fois des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. Cette
diversité de phénotypes contribue a I’ITH et d’autres phénoménes comme la migration
collective, requérant a la fois des propriétés épithéliales et mésenchymales (Kim ef al.,

2018).

Bien que la perte de sensibilité aux effets suppresseurs du TGF- puisse jouer un réle
critique dans la cancérogenése, étant donné la fonction dualistique du TGF-, une
hyperactivation de cette voie peut également favoriser un phénotype agressif, en
promouvant ’EMT, I’invasion, I’angiogenése et I’évasion immunitaire (Haque, Sulsal
et Morris, John C., 2017). Dans les cas avancés de cancer ovarien, TGF-f est sécrété
en abondance dans le microenvironnement tumoral par les CAFs (Drabsch et ten Dijke,
2012; Yeung et al., 2013). L’analyse du profile génomique de 1525 cancers ovariens a
démontré que la surexpression de TGF-BR2 était implicitement corrélée avec une
chirurgie cytoréductrice sous-optimale ainsi qu’un pronostic moins positif pour la
patiente (Riester et al., 2014). Des niveaux de phosphorylation plus €élevés de Smad2/3
ont également été détectés par immunohistochimie chez ces chirurgies sous-optimales,
suggérant que la signalisation TGF-f augmente la dissémination et occasionne de

moins bons résultats de cytoréduction (Riester et al., 2014).

En parall¢le a I’activation de la voie des Smads, le TGF-f favorisait la migration chez
ES-2, tandis que la réponse chimiotactique restait plutét faible chez SKOV3.

L’activation de ’EMT devrait logiquement conférer une meilleure capacité migratoire
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aux cellules. Cette capacité de migration est rendue possible par des caractéristiques
associées aux cellules mésenchymateuses, telles qu’une polarité planaire, une forme
arrondie et irréguli¢re, une grande quantité de filipodes et lamellipodes, ainsi que la
capacité de faire des contacts transitoires (Campbell et Casanova, 2016). Aucune de
ces caractéristiques n’est, toutefois, exclusive aux cellules mésenchymateuses. Le
spectre de I’EMT permet aux cellules de présenter différents amalgames de
caractéristiques a la fois épithéliales et mésenchymateuses (Campbell et Casanova,
2016). Ceci expliquerait comment SKOV3 pourrait a la fois présenter un phénotype
partiellement mésenchymateux, tout en ayant une capacité migratoire moins grande
que ES-2. D’autres ¢tudes démontrent également que les cellules épithéliales possedent
un certain potentiel migratoire et que ’EMT n’occasionne pas nécessairement une plus

grande capacité de migration (Schaeffer et al., 2014).

TGF-p entraine [’activation d’intermédiaires de la signalisation phosphorylés et

[’expression de biomarqueurs de I’EMT chez la lignée chimiosensible ES-2

En plus d’augmenter les niveaux de p-Smad3, TGF-B a également entrainé une
¢lévation des niveaux de p38 phosphorylés chez ES-2. Les TGF-BRs activent d’autres
voies signalisation, de facon indépendante aux Smads, par interaction directe ou
phosphorylation de celles-ci (Zhang, 2009). Ces voies de signalisation peuvent
présenter des mutations oncogéniques qui agissent en parallele ou en collaboration avec
la voie des Smads pour favoriser 1’agressivité de la tumeur (Sundqvist et al., 2012).
Une fois activés, les TGF-BRs interagissent avec TRAF6 et entrainent la formation de
la chaine polyubiquitine. TRAF6 polyubiquitiné recrute ensuite TAK1 qui active la
voie de p38 et JNK, via les MAP kinases kinases. Les voies JNK et p38 agissent
conjointement avec les Smads, en régulant divers facteurs de transcription en aval qui

réguleront 1’apoptose et ’EMT (Zhang, 2009).
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L’instauration de ’EMT chez ES-2, suivant ’activation de la voie de TGF-B, est
confirmée par la surexpression marquée des différents biomarqueurs de I’EMT : Snail,
Slug, Vimentine et Fibronectine. Snail et Slug font partie des facteurs de transcription
précoces impliqués dans 1’éventuelle sous-expression des genes €pithéliaux contre la
surexpression des génes mésenchymateux (Dongre et Weinberg, 2019; Loret et al.,
2019). Ils sont également impliqués dans la chimiorésistance et le phénotype de CSCs
du cancer ovarien, en inhibant I’apoptose médiée par p53 (Kurrey et al., 2009; Liu et
al., 2015). Une étude de cas par immunohistochimie montre également qu’une
expression ¢levée de Snail est associée a la présence de métastases dans la cavité
péritonéale (Takai et al., 2014). Une expression élevée de la Fibronectine, une
glycoprotéine de la MEC, permet I’adhésion et la migration des cellules dans la MEC
(Ou et al., 2013). La Vimentine, quant a elle, est impliquée dans le maintien de la
morphologie cellulaire mésenchymateuse, 1’intégrité du cytoplasme et la stabilisation
des interactions du cytosquelette (Ogrodnik et al., 2014). Une expression plus élevée
des niveaux géniques et protéiques de Snail, Slug et Vimentine a ét¢ documentée dans
la lignée résistante au cisplatine A2780-cis par rapport a la méme lignée chimiosensible

(Davidson et al., 2015).

Etude structurelle de [’effet anti-TGF-f des catéchines du thé vert

En comparant 1’effet inhibiteur des différentes catéchines sur I’expression des
biomarqueurs de ’EMT, MMP-2 et la phosphorylation de Smad3 chez ES-2, il était
évident que les catéchines possédant une fonction galloyle, soit CG, GCG, ECG et
EGCQG, avaient un plus grand potentiel anti-TGF-f. Bien que la fonction galloyle
semble €galement permettre un plus grand potentiel anti-migratoire par rapport aux
molécules sans galloyle, les formes épimériques des catéchines (EC, ECG, EGC,
EGCG) semblaient également avoir un avantage contre la migration. Il a été avancé

que PEMT et la migration cellulaire n’étaient pas toujours couplées. Une étude
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notamment a démontré que des cellules épithéliales du cancer du sein et de la prostate
pré-EMT avaient une plus grande capacité migratoire que leur équivalent post-EMT
(Shimizu et al., 2008). L étude a supposé que ce phénomene était probablement di au
récepteur EGFR, connu pour moduler la migration, qui était, dans ce cas-ci, surexprimé
par les lignées épithéliales pré-EMT. Il est possible que les catéchines puissent
¢galement inhiber le chimiotactisme des cellules ES-2 par d’autres voies, alternatives
au TGF-B, ou, dans ce cas-ci, les structures des épimeres présenteraient une plus grande
activité biologique. D’autant plus, I’effet antagoniste d’EGCG sur I’activation d’EGFR

a déja été démontré (Shimizu et al., 2008).

L’EMT est impliquée dans le VM

La croissance des cellules ES-2 sur un support de Matrigel a suffi a induire 1’expression
génique des biomarqueurs de I’EMT : Snail, Slug, Fibronectine et MMP2,
accompagnée par le réarrangement des cellules sous forme de réseau vasculaire de type
VM, suggérant que I’EMT soit également impliquée dans ce phénomene de
vascularisation. Bien que I’induction de I’EMT par des facteurs solubles, comme le
TGF-B, soit la mieux couverte par la littérature, de plus en plus d’études reconnaissent
désormais le role de la composition de la MEC et de ses propriétés physiques dans la
génération de ’EMT (Puls et al., 2017). L’activation de ’EMT dans les cellules
entraine, en retour, des modifications de la MEC et permet ainsi une rétroaction
positive vers une plus grande capacité¢ métastatique (Scott ef al., 2019). Par exemple,
la présence de Fibronectine dans la MEC, favorisée par ’EMT, est essentielle pour
I’induction de ’EMT par TGF-f, d’une part par sa liaison a I’intégrine a5 1, mais aussi
grace a sa capacité de localiser le TGF-B latent (Griggs et al, 2017; Park et
Schwarzbauer, 2014).

En outre, considérant que pour permettre le VM, les cellules cancéreuses doivent

nécessairement se transdifférencier en cellules de type endothéliale qui sont également
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mésenchymateuses, il va de soi que I’EMT est un processus trés important pour le VM
(Liu et al., 2016). Dans la littérature, une induction de I’expression des biomarqueurs
de ’EMT a été observée chez les cellules qui sont impliquées dans la formation de ses
structures (Ayala-Dominguez et al., 2019; Fan et al., 2013; Yang et al, 2015).
L’expression de MMP-2 et MT1-MMP est également corrélée avec le faible succes
clinique dans le cancer ovarien en plus d’étre associée avec la formation des structures

VM (Davidson et al., 1999; Sood et al., 2004). MT1-MMP convertit pro-MMP-2 en sa

forme active, ces MMPs participent au clivage de Laminine5y2 en deux fragments

prométastatiques (Giannelli er al, 1997). Il est avancé que la voie VE-

cadhérine/EphA2/MT1-MMP/MMP-2/laminine5y2, impliquée dans 1’adhésion des

cellules endothéliales, serait aussi celle qui régule principalement la VM (Ayala-
Dominguez et al., 2019). En plus des marqueurs mésenchymateux, les génes Wnt5a et
Wntl1 étaient également surexprimés par les cellules sur Matrigel et traitées au TGF-
B. Les membres de la famille Wnt sont connus pour étre impliqués dans la
différenciation des cancers épithéliaux et le VM (Dejana et Kiihl, 2010; Qi et al., 2014).
L’activation de la signalisation Wnt/B-caténine contribue au VM en favorisant
I’expression de VEGFR-2 et VE-cadhérine (Qi ef al., 2015; Sood et al., 2004; Wang,
H. et al., 2016). La surexpression de Wnt5a dans les tumeurs a également été associée
a la formation de VM, ainsi que I’induction de ’EMT et I’invasion chez SKOV3 (Qi
et al.,2014). Le géne PDGFR, quant a lui, participe au recrutement des péricytes qui
supportent la maturation et la stabilité¢ des réseaux vasculaires (Ayala-Dominguez et
al., 2019). La formation de VM et D’expression génique de Snail pouvaient
parallelement étre empéchées par les catéchines a la fonction galloyle. Ceci suggere
que leurs effets inhibiteurs sur la signalisation TGF- et de 'EMT suffiraient a
empécher le VM. D'autre part, la dérégulation de MMP-2 médiée par ces catéchines
pourrait également contribuer a prévenir le VM, en interférant avec la voie VE-

cadhérine/EphA2/MMP-2/laminine5y2. L’implication de MT1-MMP dans la voie

sugegeére que 1’activité de ce dernier pourrait étre également altérée par les catéchines.
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Les composés avec une fonction galloyle agissent comme inhibiteurs compétitifs au site

de liaison de I’ATP du TGF-fRI

Le deuxiéme article a permis d’¢lucider plus en détail le mécanisme d’action anti-TGF-
B des catéchines a la fonction galloyle, et de montrer que leur fonction pouvait
s’apparenter a celle d’un agent pharmacologique, le Galunisertib. Bien que
I’importance du groupe galloyle pour I’activité biologique des catéchines a été soulevée
dans la littérature (Du et al., 2012), peu d’études ont exploré les effets biologiques de
ces antioxydants galloylés. Certaines études ont toutefois rapporté la capacité de I’acide
gallique de prévenir ’EMT, I’expression des biomarqueurs puis la fibrose cardiaque
qui y est associée, notamment chez des cellules du cancer du poumon et des modeéles

in vivo (Jin et al., 2017; Ryu et al., 2016).

L’essai kinase démontra que presque toutes les molécules testées avaient une certaine
capacité d’antagoniser I’activité kinase de TGF-BR1 sur le substrat Smad3, avec, tel
qu’attendu, une activité supérieure chez les catéchines a la fonction galloyle et Octyl
et Dodecyl gallate. Cette capacité d’inhiber la kinase par des composés qui, par
opposition, ne démontrent pas d’effet dans les essais cellulaires, est peut-Etre
simplement attribuable a une moins grande capacité des composés a étre internalisés
par la cellule. En pharmacologie, le coefficient de partage eau/octanol (LogP) démontre
le caractére lipophile de chaque composé. Une valeur LogP élevée correle avec une
meilleure capacité de pénétrer la membrane plasmique et étre internalisé de fagon
passive (Refsgaard et al., 2005). Ce qui expliquerait pourquoi Sodium gallate, le
compos¢ le moins lipophile, puisse démontrer un certain potentiel inhibiteur sur TGF-
BR1 tout en présentant une activité presque nulle sur la migration et les niveaux de

Smad-3 phosphorylé via TGF-f.
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Les analyses par amarrage moléculaire confirment que la fonction gallate a une affinité
pour une position spécifique au sein du site de liaison de I’ATP du domaine kinase. Le
criblage de plusieurs autres inhibiteurs potentiels pour ce site, par mod¢lisation
comparative a des pharmacophores et relation quantitative structure a activité (QSAR),
a également démontré que des interactions biophysiques similaires étaient favorisées.
Chez sept inhibiteurs potentiels sélectionnés, tous présentaient des interactions de types
ponts-H avec les acides aminés His283 et Lys232, qui étaient aussi observées lors de
la modélisation de nos composés (Ajay Kumar et al., 2018). Par ailleurs, ces inhibiteurs
avaient un logP compris entre 2 et 3,6 (Kumar et al., 2017), il en va de méme pour nos
composés les plus actifs, les catéchines avec galloyles, Butyl, Octyl et Dodecyl gallate,
mais pas les autres composés. La lipophilicité semble donc importante, non seulement
pour la diffusion au travers de la membrane plasmique de la cellule, mais aussi pour le

positionnement dans le récepteur.

En somme, nos résultats proposent un nouveau mécanisme d’action pour EGCG et les
catéchines du thé vert, par lequel ces composés exerceraient leurs activités
chimiopréventives et anti-invasives. D’autres €tudes ont également mis en évidence
que EGCG pouvait agir comme inhibiteur compétitif au site de liaison de I’ATP sur
plusieurs récepteurs a activité sérine/thréonine kinase, tel qu’EGFR, Her-2, IGF-R1,
Met, PDGF-R et VEGF-R1 (Larsen et al., 2010). Ce mode d’action n’a toutefois jamais
été démontré chez les TGF-BRs. Il semblerait que la structure d’EGCG mime celle de
I’adénine (Teillet et al., 2008). D’autres molécules issues des végétaux de types
flavonoides, tels que la lutéoline et la quercétine, semblent aussi démontrer cette
capacité a occuper le site de 1’adénine sur les kinases cycline-dépendantes (Teillet et
al., 2008). L’on croyait classiquement que I’activité biologique des polyphénols de
notre alimentation était attribuable uniquement grace a leur activité antioxydante. Une
accumulation d’évidences suggerent que les flavonoides et les polyphénols inhibent

I’activité kinase et la signalisation, dérégulées dans la cancérogenese, en favorisant des
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interactions directes avec les protéines kinases (Bhullar ez al., 2018; Hou et Kumamoto,

2010).

TGF-8RI comme cible thérapeutique

La voie de signalisation du TGF-B est une cible thérapeutique a favoriser du fait que
son hyperactivation est impliquée dans divers processus essentiels a la progression
cancéreuse, notamment 'EMT, I’angiogenese et 1’évasion immunitaire (Connolly e?
al., 2011). Plusieurs inhibiteurs de I’activité kinase du TGF-BR1 sont développés, le
récepteur représente une bonne cible pharmacologique de par sa grande drugabbility,
beaucoup de petites molécules peuvent démontrer de 1’affinité pour la poche de liaison
de ’ATP. De plus, malgré la redondance structurale de la famille des récepteurs TGF-
B de types 1, les inhibiteurs de TGF-BR1 conférent une bonne spécificité, contrairement
aux autres inhibiteurs de kinases (Ling et Lee, 2011). En effet, bien qu'une certaine
homologie existe, notamment entre la poche de liaison des inhibiteurs de p38 et TGF-
BR1, le résidu ser280, défini comme le gatekeeper du récepteur, permet de conférer
une spécificité de liaison au site du TGF-BR1 (Zuccotto et al., 2010). Les ponts-H
favorisés entre la fonction galloyle et ser280, montrent que ces molécules possedent un
certain un potentiel pharmacologique et une spécificité¢ d’action exploitable, qu’il
s’agisse de combiner ces antioxydants aux thérapies du cancer ou encore pour la

création de nouveaux agents pharmacologiques inspirés par ces structures.

Perspectives thérapeutiques des galloyles

La combinaison d’agents thérapeutiques déja existants permet d’innover plus
rapidement qu’en passant par le développement long et fastidieux de nouveaux
composés. Ces combinaisons peuvent permettre d’augmenter la spécificité et

I’efficacité des traitements, tout en pouvant potentiellement limiter les effets néfastes.
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Les polyphénols ainsi que les catéchines et les gallates, déja présentes dans la dicte,
représentent des outils thérapeutiques accessibles et sécuritaires pour le développement
de nouveaux traitements. Plusieurs études cherchent a identifier des applications
intéressantes pour EGCG, seul ou en combinaison, non seulement pour traiter le cancer,
mais aussi diverses infections, maladies métaboliques ou neurodégénératives

(Chakrawarti et al., 2016).

Parmi les études explorant la portée thérapeutique d’EGCG ou des catéchines, le
facteur le plus limitant semble étre 1i€¢ a leur biodisponibilité, EGCG étant plutot
instable dans des conditions neutres ou alcalines (Chakrawarti et al., 2016). Les
niveaux plasmatiques chez I’humain aprés consommation de deux a trois tasses de thé
atteignent seulement 0,2-0,3 uM et jusqu’a 7,5 uM lorsque qu’une forte dose est
administrée oralement, des niveaux sous l’intervalle thérapeutique observé in vitro
(Yang et al., 2008). Toutefois, des thérapies novatrices emploient plusieurs solutions
pour pallier a la disponibilité et la spécificité d’EGCG. Par exemple, la prodrogue
d’EGCG (pro-EGCG) est un dérivé d’EGCG, obtenue par acétylation des groupes
hydroxyles. Ce nouvel agent permet d’augmenter la disponibilité¢ et les effets
biologiques de EGCG, notamment son effet anti-angiogénique in vivo, chez des
modeles xénogréffés au cancer de I’endométre (Wang, J. ef al, 2018). La
nanoencapsulation d’EGCG, avec des nanoparticules d’or permet également de
transporter efficacement EGCG spécifiquement dans les cellules cancéreuses,
permettant ainsi une apoptose et une cytotoxicité spécifique aux cellules malignes

(Chavvaet al., 2019).

De plus, il a été¢ démontré qu’il pouvait étre avantageux de combiner EGCG avec le
cisplatine pour traiter le cancer de I’ovaire. EGCG permettait a la fois d’augmenter
I’efficacité du cisplatine, via la surexpression du récepteur membraine CTR1 (Wang et
al., 2015), capable d’internaliser le médicament, tout en conférant alternativement un

effet protecteur contre la toxicité et les dommages oxydatifs du cisplatine (El-Mowafy
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et al.,2010; Pan et al., 2015; Sahin et al., 2010). Les nanocomplexes micellaires acide
hyaluronique-catéchines du thé vert, sont une autre innovation prometteuse pour le
traitement du cancer de I’ovaire qui permet également d’augmenter I’efficacité de la
cisplatine tout en limitant ses effets néfastes. Lorsque le conjugué EGCG-acide
hyaluronique est combiné avec le cisplatine, un assemblage spontané des produits en
complexes micellaires se produit. L’acide hyaluronique permet un transport efficace
des micelles par endocytose chez les cellules cancéreuses surexprimant CD44 (Bae et

al., 2017).

Considérant que I’EMT et la signalisation du TGF-f sont également impliqués dans
I’évasion immunitaire, il pourrait étre avantageux de combiner les molécules galloylées
a I’'immunothérapie. Certaines études ont également avancée qu’EGCG représentait
potentiellement une alternative aux inhibiteurs de checkpoint immunitaire, étant donné
qu’il diminuait 1’expression de PD-L1 chez une lignée de cancer du poumon
(Rawangkan, 2018). Une autre étude a également montré 'avantage de combiner
EGCG et 'immunothérapie avec un vaccin a ADN encodant Sig/E7/LAMP-1. Cette
étude chez des souris a démontré qu’EGCG agissait synergiquement avec le vaccin et

augmentait réponse antitumorale des cellules CD8'T (Kang et al., 2007).

Bien que nos autres composés naturels aient fait I’objet de peu d’études, les expériences
faites avec EGCG fournissent aussi des pistes d’applications pour les autres composées
galloylés. L affinité supérieure de Octyl et Lauryl gallate pour TGF-BR1 par rapport a
EGCG montre que ces molécules représentent des inhibiteurs avec un grand potentiel.
En parallele, ces deux molécules ont déa démontré une certaine activité
anticancéreuse, en ayant la capacité d’induire I’apoptose par les voies des caspases chez
plusieurs lignées malignes (Chen et al., 2001; Cordova et al., 2011; Liu et al., 2018).
Aucune autre étude ne semble avoir exploré I’activité anti-EMT de Dodecyl ou Octyl

gallate a ce jour.
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CONCLUSION

L’¢étude réalisée dans le cadre du présent mémoire avait, dans un premier temps, pour
but de mieux caractériser 1’action anti-métastatique et anti-invasive des catéchines du
thé vert dans le cancer ovarien, en plus de faire une étude comparative des différentes
molécules pour y valuer une possible association structure-fonction. Puis, dans un
deuxiéme volet, nous avons tenté¢ de comprendre plus en détail le mécanisme d’action
précis de ces composés sur la voie de signalisation TGF-f et quel role y avait la fonction

galloyle.

Nous rapportons la nécessité de la fonction galloyle pour I’activité inhibitrice des
catéchines CG, GCG, ECG et EGCQG sur la signalisation TGF-f par la phosphorylation
de Smad3, I’expression de biomarqueurs mésenchymateux, le VM et la capacité
migratoire de la lignée de carcinome ovarien ES-2. Nous démontrons ultérieurement
que d’autres composés antioxydants, possédant une fonction galloyl, Butyl gallate,
Octyl gallate et Dodecyl gallate, peuvent également antagoniser la voie de TGF-f, via
la phosphorylation de Smad3 et la migration cellulaire, suggérant que 1’activité
inhibitrice de TGF-f soit exclusive a cette fonction. Nous établissons qu’une inhibition
de la phosphorylation de Smad3 par le domaine kinase de TGF-BR1 dans un essai in
vitro par nos composés est possible, puis qu’une association directe entre le TGF-fR1
et les catéchines et composés gallates a lieu. Enfin, nous caractérisons le site de liaison
des composés par amarrage moléculaire computationnel et déterminons que celui-ci
correspond également au site de liaison de ’ATP requis pour I’activité kinase.
L’amarrage montre une spécificité de positionnement de la fonction galloyle au sein
du récepteur chez toutes les molécules testées et le positionnement s’apparente
conjointement a la position de I’inhibiteur pharmacologique de TGF-BRI, le
Galunisertib, proposant ainsi un mécanisme d’action similaire partagé par nos
composés. Nous constatons encore une fois une affinité et une activité supérieures a la

fois chez les expériences cellulaires que les essais in vitro, chez les catéchines portant
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le groupe galloyle, ainsi que les gallates possédant une plus longue chaine aliphatique,
Octyl gallate et Dodecyl gallate. Nous en sommes donc venus a la conclusion que, en
plus de la fonction galloyle, une certaine lipophilicit¢é des molécules s’avérait
également essentielle, a la fois pour la diffusion passive dans la cellule que pour la

liaison et I’affinité de TGF-BR1.

Pour conclure, cette étude montre une association structure-fonction intrinséque a ces
composés naturels, en plus de proposer un mécanisme d’action potentiel pour ces
composés, jamais exploré auparavant. La voie de signalisation du TGF-f et ses
récepteurs constituent une importante cible thérapeutique, alors qu’ils sont impliqués a
la fois dans I’évasion immunitaire et la dissipation métastatique du cancer ovarien et
aussi dans la majorité des tumeurs solides. L’importante affinité de ces structures pour
le site de liaison de I’ATP du TGF-BRI, déja ciblé par plusieurs inhibiteurs
thérapeutiques, fournit d’importantes pistes pour le développement pharmacologique

et la possibilité de générer des traitements novateurs.
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