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Résumeé

Le cancer ovarien constitue la premiére cause de mortalité des cancers gynécologiques. Il se
caractérise a stade avancé par une dissémination péritonéale, la formation de liquide d’ascite et un hal
taux de mortalité. Malgré un traitement associant chirurgie et chimiothérapie (sels de platine et
taxanes), la plupart des patientes récidivent. Cette récidive est dans 50 % des cas combinée
'acquisition d'une chimiorésistance dont [l'origine pourrait provenir, entres autres, du
microenvironnement tumoral.

Rafii et al. ont isolé des cellules originales du microenvironnement tumoral ovarien, les
Hospicells, a partir de liquide d’ascite de patientes atteintes d’'un cancer ovarien de stade Ill. Bien que
leur origine soit inconnue, ces cellules présentent des homologies avec les cellules souches
mésenchymateuses (MSCs) ou les fibroblastes associés au cancer (CAFs). Les Hospicells sor
capables de favoriser la chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes par un échange
membranaire de protéines d'efflux de molécules chimiothérapeutiques. De plus, les Hospicells
présentent des propriétés immunosuppressives, notamment en inhibant la prolifération et la productior
de cytokines de certains lymphocytes T. Les travaux réalisés au laboratoire ont mis en évidence que le
Hospicells permettent également une augmentation de la croissance tumorale par une activation d
I'angiogenese.

Mes travaux de these ont consisté a déterminer la nature des interactions entre les Hospicells et le
cellules tumorales ovariennes ou d’autres cellules du microenvironnement, responsables des effets prc
tumoraux décrits préecédemment. J'ai pu mettre en évidantio etin vivo (modéles de xénogreffes
intrapéritonéales de cellules tumorales ovariennes dans des souris immunodéprimées) que le:
Hospicells sont capables, par un facteur sécrété, d’'induire la production d’IL-6, d'IL-8 et de VEGF
(cytokines pro-angiogéniques) par les cellules tumorales ovariennes. Cependant, alors que les
Hospicells favorisent systématiquement la croissance tumiorai®o, les résultats obtenus vitro
sont lignée tumorale ovarienne spécifique. Des données complémentaires obtenues au laboratoire ot
montré que les interactions établies entre les cellules tumorales et les Hospiélsne permettent
pas d’expliquer I'activation de I'angiogenese mise en évidénogvo. Nous avons donc cherché
d’autres partenaires potentiels des Hospicells au sein du microenvironnement tumoral permettant
d’expliquer les effets pro-tumoraux observeés in vivo.

J'ai ainsi montré que les Hospicells sont capables d’entrainer le recrutement de macrophages au
sein des tumeurs ovariennes. Les Hospicells peuvent, par un facteur sécrété, polariser les
monocytes/macrophages en un phénotype pro-tumoral de macrophages associés aux tumeurs (TAM:
et entrainer la sécrétion par ces cellules d’'IL-6, IL-8, VEGF, BNFGF{, IL-1 (a et 3), MCP-1,

etc...



Je me suis également intéressé aux voies de signalisation cellulaires potentiellement impliquées
dans la sécrétion d’IL-6, IL-8 et VEGF par les cellules tumorales ou les macrophages, induite par les
Hospicells. Bien que ces voies restent en cours d’études, jai mis en évidence quedelTINE«,
les cestrogénes, Fas Ligand, la S1P et le LPA ne sont pas impliqgués dans cette sécrétion de cytokine
J'ai cependant montré une implication des voies du NO et de COX-2 dans la synthése de VEGF par le:
macrophages induite par les Hospicells.

Nous établissons ainsi I’hypothése que les Hospicells sont capables d’établir des interactions avec
les cellules tumorales ovariennes et les macrophages présents au sein de la tumeur, entrainant ul
sécrétion de cytokines pro-tumorales. Les Hospicells permettent I'activation et la polarisation des
monocytes/macrophages en un phénotype pro-tumoral entrainant ainsi le recrutement de nouveau
macrophages vers le site tumoral. Ces interactions permettent une croissance tumorale et un
angiogenése augmentée, et peuvent favoriser les processus métastatiques et la chimiorésistance. C
résultats soulignent I'intérét de cibler le microenvironnement, et notamment les Hospicells, dans le but

d’améliorer la prise en charge de patientes atteintes d’'un cancer ovarien.



Abstract

Ovarian cancer is the leading cause of death from gynaecological cancer in the world and is
characterized by peritoneal dissemination, ascite development and a high rate of mortality. Advanced
epithelial ovarian cancer is treated by a cytoreductive surgery and chemotherapy but most of patients
experience a recurrence with the apparition of a chemoresistance. The microenvironment could be
implied in this recurrence and the resistance to chemotherapies.

Rafii et al. isolated original cells, called Hospicells, from ascitic fluid of patients with a grade IlI
ovarian cancer. Although their origin is unknown, these cells share homologies with mesenchymal
stem cells (MSCs) or carcinoma associated fibroblasts (CAFs). Hospicells are able to enhance the
chemoresistance of ovarian cancer celésa membrane exchange of chemotherapeutic drugs efflux
proteins. Moreover, Hospicells present immunosuppressive properties as the inhibition of proliferation
and cytokine production of T lymphocytes. The research carried out in the laboratory showed that
Hospicells can also enhance tumour growth by activating the angiogenesis.

My PhD focused on the description of interactions between Hospicells and ovarian cancer cells or
other stromal cells, responsible for the pro-tumoral effects described previously. | highiigtited
and in vivo (intraperitoneal xenograft of ovarian cancer cells in immunosuppressed mice) that
Hospicells are able, by a secreted factor, to induce the production of IL-6, IL-8 and VEGF (pro-
angiogenic cytokines) in ovarian cancer cells. However, while Hospicells always enhance tumor
growthin vivo, the results obtaineieh vitro are ovarian cancer cell line specific. Complementary data
obtained in the laboratory showed that the interactions between ovarian cancer cells and Hiospicells
vitro are not sufficient to explain the activation of angiogenesis highligintetio. Therefore, we
looked for another potential cellular partner for Hospicells in the tumor microenvironment that could
explain the pro-tumoral effects observed in vivo.

| showed that Hospicells can activate the recruitment of macrophages toward ovarian tumors.
Hospicells can, by a secreted factor, polarize monocytes/macrophages into a pro-tumoral phenotype o
tumor associated macrophages (TAMs) and trigger the secretion by these cells of IL-6, IL-8, VEGF,
TNF-a, TGF{, IL-1, MCP-1, etc...

| also studied the cellular pathways potentially implied in the secretion of IL-6, IL-8 and VEGF by
ovarian cancer cells or macrophages, induced by Hospicells. Although these pathways are still undel
study, | highlighted that the TN&; the IL-1a, estrogens, Fas Ligand, the S1P and the LPA are not
implied in this secretion of cytokines. However, | showed an implication of the NO and COX-2
pathways in the VEGF synthesis induced by Hospicells in macrophages.

We thus make the hypothesis that Hospicells are able to establish interactions with ovarian canceit

cells and tumor macrophages, resulting in a secretion of pro-tumoral cytokines. Hospicells allow the



activation and polarization of monocytes/macrophages into a pro-tumoral phenotype enhancing the
recruitment of new macrophages toward the tumor site. These interactions allow an enhanced tumol
growth and angiogenesis, and can activate metastatic process and the acquisition of a chemoresistanc
These results underline the importance of targeting the microenvironment, especially the Hospicells, in

order to improve the management of patients with ovarian cancer.
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Le cancer ovarien constitue la premiére cause de mortalité des cancers gynécologiques. Il se
caractérise, a stade avancé (75% des cas), par une dissémination péritonéale, la formation de liquid
d’'ascite (épanchement liquidien péritonéal) et un haut taux de mortalité. Malgré un traitement
associant chirurgie cytoreductive et chimiothérapie combinant sels de platine et taxanes, la plupart de:
patientes récidivent. Cette récidive pourrait provenir de la persistance éventuelle de micro-implants
tumoraux péritonéaux et, dans 50 % des cas, de I'acquisition d’une chimiorésistance par ces cellule:
résiduelles. L'origine de cette chimiorésistance pourrait provenir, entres autres, du
microenvironnement tumoral (1-3).

Ce microenvironnement, ou stroma, est composé de la matrice extracellulaire, de facteurs
protéiques et lipidiques contenus dans le liquide d’ascite ainsi que de nombreux types cellulaires tels
que les adipocytes, les cellules endothéliales, les cellules souches mésenchymateuses (MSCs), I
fibroblastes associés au cancer (CAFs) ou encore les cellules immunitaires. Impliqué dans la
chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes, le stroma peut également agir a tous les niveaux ¢
la progression tumorale en régulant notamment la prolifération des cellules, les mécanismes
d’angiogenese ou de lymphangiogeneése et les processus de dissémination ou de métastases (4-6).

Rafii et al. ont isolé des cellules originales du microenvironnement tumoral ovarien, les
Hospicells, a partir de liquide d’ascite de patientes atteintes d’'un cancer ovarien de stade Il (7). Bien
gue leur origine soit encore inconnue, ces cellules présentent des homologies avec les MSCs, les CAF
ou les cellules stromales dérivées du tissu adipeux (ADSCs). Les Hospicells sont capables de favorise
la chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes par un échange membranaire de protéine
d’efflux de molécules chimiothérapeutiques (7). De plus, les Hospicells présentent des propriétés
immunosuppressives, notamment en inhibant la prolifération et la production de cytokines de certains
lymphocytes T (8). Les travaux réalisés au sein du laboratoire ont mis en évidence la capacité des
Hospicells a augmenter la croissance tumorale par une activation de I'angiogenese potentiellement lié

a I'hypoxie (9).

Ce travail de thése s’est structuré autour de trois problématiques ayant pour but de comprendre I
mode d’action des Hospicells et leurs fonctions au sein du microenvironnement tumoral ovarien.

D’une part, nous avons déterminé la nature des interactions entre les Hospicells et les cellules
tumorales ovariennes. Nous nous sommes intéressés a la sécrétion par ces dernieres des cytokines p
tumorales IL-6, IL-8 et VEGF en réponse aux Hospicells. Les Hospicells étant capables d’activer
I'angiogenesen vivo, nous avons étudié la capacité de ces cellules seules, ou en association avec des
cellules tumorales ovariennes, a activer la prolifération, la migration et la différenciation des cellules

endothéliales in vitro.
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D’autre part, nous avons déterminé la capacité des Hospicells a interagir avec d’autres cellules
stromales. Nous avons ainsi étudié l'infiltration des macrophages au sein de tumeurs issues de la cc
injection de cellules tumorales ovariennes et d’Hospicells en comparaison aux tumeurs issues de
I'injection de cellules tumorales seules. Nous nous sommes également intéressés aux interaction:
établies entre les monocytes/macrophages et les Hospicells. Les macrophages associés aux tumet
(TAMSs) constituent un acteur clé du microenvironnement tumoral et sont impliqués notamment dans
I'activation de I'angiogenése tumorale et dans la dissémination métastatique. Nous avons donc étudie
la capacité des Hospicells a entrainer la polarisation des monocytes/macrophages en étudiant plu
spécifiguement leur profil de sécrétion cytokinique.

Pour finir, nous nous sommes intéressés au mode d’action des Hospicells en analysant les voies ©
signalisation cellulaires impliquées dans la capacité de ces cellules a activer les cellules tumorales
ovariennes et des monocytes/macrophages. Nous avons observé les voies de signalisation connu
pour activer la synthese d’IL-6, d’IL-8 et de VEGF en étudiant plus particulierement les voies
suivantes : IL-1, TNF, cestrogénes, Fas ligand, S1P, LPA, NO et COX-24PGE

Ces études nous ont permis de déterminer de nouvelles fonctions des Hospicells dans la
progression tumorale ovarienne et ainsi d’acquérir de nouvelles connaissances sur l'origine et la nature

de ces cellules.

Ce manuscrit de these s’articulera en 3 parties. La premiére sera une revue bibliographique traitan
du cancer des ovaires et de ses problématiques associées, du microenvironnement tumoral et de s
réle spécifique dans le cancer ovarien, et de notre modele cellulaire d’étude, les Hospicells.

La deuxieme partie sera consacrée aux travaux de recherches. Ces derniers seront présentés sou:
forme d'un article paru dans Cancer Letters et de résultats supplémentaires qui feront I'objet d’'une
publication future.

La derniere partie sera une discussion des résultats obtenus et une synthése du travail accompl
Elle permettra de déterminer les études a réaliser par la suite et de mettre en perspective les travaux (
cette thése avec les enjeux de recherche fondamentale et clinique dans le cadre du cancer des ovaires

Ce manuscrit sera complété par une publication actuellement en révision dans Cell Death and
Disease traitant de la capacité des Hospicells & induire la chimiorésistance des cellules tumorale:
ovariennes par I'activation du facteur anti-apoptotique XIAP. Nous terminerons ces annexes par une
revue bibliographique traitant du réle du microenvironnement tumoral dans la chimiorésistance, parue
dans International Journal of Molecular Sciences, ainsi gu’'une une revue bibliographique traitant du

microenvironnement tumoral ovarien prochainement soumise dans Gynecologic Oncology.
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Revue bibliographigue



1. Le cancer des ovaires

1.1.Généralités

Parmi les pathologies gynécologiques, le cancer ovarien est la premiere cause de mortalité dans le
pays développés et constitue 225000 nouveaux cas par an pour 140200 déces dans le monde (10). |
France, il représente 4620 nouveaux cas par an (données INCA, 2011) et 3150 cas de déces. Bien qu
soit peu fréquent (8ang en termes d’incidence chez la femme), il reste de trés mauvais pronostic et se
place au 4rang de mortalité chez la femme (derriére les cancers du sein, du colon et du poumon en
termes d’incidence totale).

Les symptdbmes associés au cancer ovarien a un stade précoce (I et Il) sont non spécifiques
rendant sa détection tres difficile : perte de poids, douleurs abdominales, nausées, etc... A un stad
avanceé (lll et 1IV), les patientes présentent généralement un épanchement liquidien massif appelé
« ascite » pouvant représenter plusieurs litres de liquide. Ainsi, 75% des patientes sont diagnostiquée
a un stade avanceé (lll et 1V).

Cette détection tardive est en partie responsable du faible taux de survie des patientes atteinte
d’'un cancer des ovaires. En Europe, a 1 an, 3 ans et 5 ans aprés diagnostic, les taux de survie sa
respectivement de 71, 50 et 42%. La survie a 5 ans diminue significativement avec I'age. En effet, 5
ans apres diagnostic, si 71% des patientes du groupe inférieur a 45 ans survivent, seulement 13,5% d
patientes du groupe 75-99 ans sont encore en vie (11).

Le cancer ovarien est une pathologie survenant a un age tardif avec un pic de fréequence a partir de
70 ans. A I'exception des formes héréditaires de la maladie et de certains cancers non épithéliaux, la

survenue d’'un cancer de l'ovaire avant 40 ans reste trés rare.

1.2.Types histologiques et stadification

90% des cancers de I'ovaire dérivent de I'épithélium coelomique recouvrant la surface des ovaires.
Ces cancers épithéliaux peuvent étre divisés en différents sous-types: les tumeurs séreuses, Ie
tumeurs mucineuses, les tumeurs endométrioides, les tumeurs a cellules claires, les tumeur
épithéliales mixtes et les tumeurs indifférenciées. En 2004, Shih et Kurman proposérent de classer le:
cancers épithéliaux de l'ovaire en deux types (type | et type IlI) sur la base de leurs voies de
tumorigenése et leurs altérations génétigbezufe 1) (12).

Ainsi, les cancers épithéliaux de I'ovaire de type | sont souvent diagnostiqués a un stade précoce
(confiné aux ovaires), se développent lentement, résistent aux chimiothérapies conventionnelles mais
pourraient répondre a un traitement hormonal. Des mutations des génes KRAS, BRAF, Phosphatas:

and tensin homolog (PTEN) ou encore Phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K) sont fréquemment
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retrouvées dans les cancers de type |. Au contraire, les cancers épithéliaux de I'ovaire de type Il son
régulierement diagnostiqués a un stade tardif (avec dissémination extra-ovarienne), se développent tré
rapidement, répondent aux chimiothérapies conventionnelles mais assez peu a un traitement hormona
Les mutations décrites précédemment sont rarement retrouvées dans les cancers de type Il (moins
1% des cas) mais des mutations somatiques des genes BRCA1/2 et de p53 sont trés fréquentes. Ce
distinction moléculaire et phénotypique des cancers épithéliaux de I'ovaire, au-dela du classement
histologique, est un premier pas vers la compréhension de I'hétérogénéité des différents cancers d

I'ovaire (3).

Figure 1 : Classement des différents types de tumeurs épithéliales de I'ovaire

Coupes immunohistochimiques de tumeurs épithéliales de l'ovaire classées selon le gous-type
moléculaire | et Il. LGSC = carcinome séreux de bas grade. HGSC = carcinome séreux de haut grade
Figure adaptée de Romero, I. and Bast, R. C., Jr. Minireview: human ovarian cancer: biology, current
management, and paths to personalizing thetamocrinology 2012, 4, 1593-1602.

Parmi les autres cancers ovariens non épithéliaux, les tumeurs germinales malignes (3% des
cancers de l'ovaire) surviennent principalement chez I'enfant ou la femme jeune et les tumeurs des
cordons sexuels (7%) sont souvent caractérisées par des sécrétions hormonales.

En plus de ces Iésions malignes, épithéliales ou non, nous pouvons dénoter les tumeurs borderlin
(frontiere) a faible potentiel malin qui n’infiltrent pas le tissu sous-jacent et présentent un trés bon
pronostic (3).

La classification du cancer ovarien en 4 différents stades est déterminée par la Fédération
Internationale de Gynécologie Obstétrique (FIGO) et nécessite une évaluation chirurgicale de la
dissémination métastatique. En effet, 'adénocarcinome ovarien de stade | est confiné aux ovaires, le
stade Il présente une atteinte d’autres structures pelviennes, le stade Ill correspond a une disséminatic
dans le péritoine et/ou dans les ganglions lymphatiques régionaux et le stade IV est défini par une

atteinte au-dela du péritoin€gbleau 1) (1).
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Survie a

Stades FIGO
5 ans

Stade | : Tumeur est confinée a un ovaire / aux ovaires

La tumeur n'implique qu’un seul ovaire, la capsule est intacte. Aucune
IA tumeur n’est détectée a la surface de I'ovaire. Pas de cellules malignes dans
les ascites et lavages péritonéaux.
La tumeur implique les deux ovaires, la capsule est intacte. Aucune tumewyos,
B n'est détectée a la surface de I'ovaire. Pas de cellules malignes dans les
ascites et lavages péritonéaux.
La tumeur impliqgue un ou deux ovaires. Rupture de la capsule ovarienne ou
IC tumeur détectée a la surface de I'ovaire ou présence de cellules malighes
dans les ascites et lavages péritonéaux.

Stade Il : La tumeur implique un ou deux ovaires et s’est étendue au petit bassin

La tumeur s’est étendue et/ou implantée dans 'utérus et/ou les trompes de

L Fallope. 59%

B La tumeur s_’est étendue a un a_lutre organe dan§ 'Ie p(,etit bassin. Pas de
cellules malignes dans les ascites et lavages péritonéaux.

IC Tumeur IIA ou 1IB avec présence de cellules malignes dans les ascites et

lavages péritonéaux.

Stade Il : La tumeur implique un ou deux ovaires et s’est étendue au péritoine
et aux ganglions lymphatiques régionaux

A Métastases péritonéales microscopiques au-dela du petit bassin

— . — 3 ... 35%
B Métastases péritonéales macroscopiques de taille inférieure ou égale a4 2 cm
au-dela du petit bassin
Mo Métastases péritonéales macroscopiques de taille supérieure a 2 cm au-dela
du petit bassin et/ou atteinte des ganglions lymphatiques régionaux
Stade IV : Métastases a distance, au-dela du péritoine (foie, poumon) 22%

Tableau 1 : Classification internationale FIGO pour le cancer de I'ovaire

Traduit de la classification FIGO (International Federation of Obstetricians and Gynaecologists)
http://www.targetovariancancer.org.uk/page.asp?section=131&sectionTitle=FIGO. Les taux de survies
a 5 ans sont issus du guide « affection longue durée » HAS/INCA de Janvier 2010.

1.3.Facteurs de risque et origines génétiques

Afin de favoriser la prévention des cancers de I'ovaire et de déceler au mieux les stades précoces
il est essentiel de connaitre et comprendre les facteurs de risque associés a cette pathologie.

L'age, I'obésité, la nulliparité (absence de grossesse), I'apparition précoce des premieres regles, I
ménopause tardive et les traitements hormonaux visant a traiter les symptémes liés a la ménopaus
sont associés a une augmentation du risque d’apparition d'un cancer ovarien. Au contraire, la
contraception orale, la multiparité et I'allaitement (proportionnellement a sa durée) sont associés a une

diminution des risques.
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Des facteurs environnementaux pourraient également modifier les risques d’apparition d’'un cancer
de I'ovaire. En effet, les femmes caucasiennes des pays industrialisés d’Europe et d’Amérique du Nord
présentent un taux élevé de cancer ovarien. Ceci pourrait s’expliquer par des différences au niveau d
comportement reproductif, du régime alimentaire et des tendances au tabagisme plus élevées (1).

5 a 10% des cancers épithéliaux de l'ovaire résultent d’'une prédisposition génétique pouvant
provenir de mutations au niveau de deux groupes de genes différents :

» Syndrome du cancer sein-ovaire : constitue le facteur de risque génétique le plus important pour
'apparition d'un cancer de I'ovaire et provient d’'une mutation de I'un des genes BRCAL ou
BRCA2 impliqgués notamment dans la réparation des dommages double-brin de 'ADN. Le
risque de développer un cancer épithélial de I'ovaire est alors de 12-20% pour une mutation des
deux alleles codant BRCA1 et 39-46% pour BRCAZ2 (2).

* Syndrome du cancer colorectal héréditaire sans polypose (syndrome de Lynch) : connu pour
étre la cause de certains cancers colorectaux et cancers de I'endomeétre, ce syndrome peut aus
étre a l'origine de certains cancers de l'ovaire. Il résulte d’'une mutation de I'un des 4 génes du
systéme de réparation Mismatch Repair (hnMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2) spécialisé dans la

réparation des mésappariements de ’ADN (1).

1.4.Origines du cancer ovarien

Historiquement, il était admis que toutes les tumeurs épithéliales ovariennes se développaient &
partir de I'épithélium ccelomique de l'ovaire. Cependant, les résultats récents montrant la grande
hétérogénéité histologique et moléculaire des cancers de I'ovaire semblent tempérer cet état de fait €
indiquer que de nombreuses tumeurs dites « ovariennes » proviennent en réalité d’autres organes nc
ovariens.

En effet, les tumeurs séreuses de haut grade proviennent de la surface des ovaires mais aussi de
partie distale des trompes de Fallope. La plupart des tumeurs mucineuses sont en realité des métastas
provenant d’autres cancers solides gastro-intestinaux tels que le cancer du célon ou de I'estomac. Le
tumeurs a cellules claires et endométrioides dérivent d’endométriose (présence de tissu endométrial €
dehors de la cavité utérine) elle-méme associée a une menstruation rétrograde qui transporte des déb
de I'endometrevia le flux menstruel Kigure 2). Les tumeurs bénignes et a faible potentiel malin
(tumeurs borderline) présenteraient une origine ovarienne bien que les cellules initiatrices de telles
tumeurs soient peu connues (13).

Prendre en compte le fait que le cancer ovarien regroupe un ensemble de pathologies distincte
moléculairement, mais qui partagent une méme localisation anatomique, constitue la clé d'une

meilleure prise en charge des patientes.
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Figure 2 : Origine des différents cancers ovariens

Schéma présentant les possibles origines des différents types de cancers épithéliaux de I'ovaire. Le
tumeurs mucineuses pourraient étre des métastases de cancers de la sphére digestive. Lles tume
endométrioides et a cellules claires pourraient trouver leur origine dans l'utérus et la mengtruation
rétrograde. L'origine des tumeurs séreuses de haut grade pourrait provenir des ovaires et dgs trompe
de Fallope.
Figure adaptée de Vaughan, S., Coward, J. |, Bast, R. C., Jr., Berchuck, A., Berek, J.|S. et.al.
Rethinking ovarian cancer: recommendations for improving outcdiae$ev Cancer 2011,10, 719-
725.

1.5.Cellules souches cancéreuses ovariennes

L’hétérogénéité des tumeurs peut également se situer au niveau des cellules qui la composent. E
effet, un intérét croissant est porté sur une sous-population de cellules retrouvées au sein de la tumet
et présentant des caractéristiques de cellules souches, les cellules souches cancéreuses (CSCs). ¢
cellules sont caractérisées par I'expression de marqueurs de cellules souches, dont CD44, et de
capacités d’auto-renouvélement et de différenciation permettant la formation de cellules tumorales
hétérogénes au sein de la tumeur.

D’autres équipes ont également identifié des CSCs ovariennes par I'expression du marqueur
CD133, indiquant la nature hétérogéne de ces cellules (14, 15).

Alvero et al. ont mis en évidence I'existence de cette hétérogéenéité au sein des tumeurs ovariennes
avec deux sous-populations distinguées par leur profil de sécrétion de cytokines : les cellules souche
cancéreuses et les cellules cancéreuses différenciées. Les CSCs ovariennes sont retrouvées dans

liquide d’ascite, les masses tumorales et sont caractérisées par I'expression de marqueurs de cellule
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souches, CD44 et Myeloid differentiation primary response gene (MyD88), et une résistance accrue a
I'apoptose et aux chimiothérapies conventionnelles (16, 17).

Le traitement de lignées tumorales ovariennes SKOV-3 par des chimiothérapies conventionnelles
(cisplatine et paclitaxel) permet la sélection de cellules présentant des caractéristiques de cellules
souches (18). Ces chimiothérapies détruisent seulement une fraction des cellules tumorales e
permettent ainsi la survie des CSCs qui pourraient étre a 'origine des récidives du cancer ovarien.

L'existence des CSCs au sein des tumeurs ovariennes et du liquide d’ascite constitue donc l'une
des problématiques majeures de la pathologie ovarienne qu’il conviendra de cibler afin d’améliorer la

prise en charge des patientes.

1.6.Diagnostic

1.6.1.Imagerie

L’absence de symptdmes spécifiques rend le diagnostic des cancers ovariens tres difficile. Ainsi, la
détection d’'une masse pelvienne lors d’un examen physique demeure le signe le plus significatif de la
présence d’'un cancer ovarien. Afin de détecter une telle masse, une échographie abdominopelvienn
sus-pubienne et endovaginale est fréquemment réalisée en premiére intention. Cet examen peut ét
complété par une tomodensitométrie-abdominopelvienne avec injection de liquide de contraste
permettant de localiser les masses ainsi que leur éventuel réseau vasculaire. Cependant, la validatic
avec certitude d'une origine cancéreuse ovarienne nécessitera toujours une analyse
anatomopathologique. Celle-ci est réalisée a partir d'une biopsie prélevée par ccelioscopie ou
laparotomie exploratrice (Rapport HAS et INCA 2010, (1)).

1.6.2.Marqueurs

Le Cancer Antigen 125 (CA-125 ou mucin 16) est une mucine transmembranaire glycosylée de
haut poids moléculaire (1 MDa). Bien que le niveau sérique de cet antigéne soit traditionnellement
recherché afin de détecter la présence d’'un cancer ovarien, le CA-125 est un indicateur peu spécifiqu:
de cette pathologie. En effet, son niveau sérique est retrouvé élevé dans 80% des patientes atteints
d’'un cancer épithélial ovarien avancé mais dans seulement 50% des patientes atteintes d’'un cance
ovarien de stade I. De plus, il est fréquent de retrouver un niveau élevé de CA-125 dans des condition:
bénignes ou dans le cas de pathologies non gynécologiques. En pratique, le niveau de CA-125 sériqu
est employé comme marqueur de suivi de la progression ou de la régression de la maladie, et prédict

d’une récidive si son niveau augmente aprés traitement (1, 3, 19). Récemment, il a été démontré que |

19



CA-125 est capable de favoriser la tumorigenese et le potentiel métastatique du cancer ovarien dan
des modeles de souris immunodéprimées (20).

A ce jour, et malgré I'existence du CA-125, aucun test préventif basé sur la recherche de
marqueurs tumoraux ne s’est révelé satisfaisant dans le dépistage du cancer ovarien. Les donnée
récentes indiquent qu’'une prévention efficace pourrait passer par la recherche d’'une combinatoire de
marqueurs connus et de marqueurs prometteurs. Ainsi, la détermination combinée du niveau de
CA-125 et de HE4 (Human epidymis protein) est plus sensible et plus spécifique que le CA-125 seul,
notamment pour les cancers ovariens de stade | (21). Plus récemment, il a été montré qu’une
augmentation combinée du niveau de CA-125, HE4 et mesothelin permettrait de détecter la présenci
d’un cancer ovarien 1 & 3 ans avant le diagnostic clinique (22). Une approche différente vise a associe
la détection du niveau de CA-125 & un ensemble de symptémes relatifs au cancer ovarien (Sympton
Index), permettant ainsi une meilleure détection des cancers ovariens, en particulier de stade I, que |
CA-125 seul. Cette stratégie pourrait constituer la premiére étape d’'un processus de dépistage de
cancers ovariens et ainsi détecter les tumeurs précoces chez les patientes présentant un niveau
CA-125 faible (23).

De telles approches permettront a terme de déceler la présence de cancers ovariens a des stac

précoces (I et 1) et ainsi de faciliter la prise en charge des patientes.

1.7.Prise en charge thérapeutique des cancers épithéliaux de I'ovaire

1.7.1.Stades précoces (I et II)

La chirurgie des cancers de I'ovaire de stade précoce consiste en une hystérectomie totale (ablatio
de l'utérus), une salpingo-oophorectomie bilatérale (ablation des trompes de Fallope et des ovaires) e
une omemtectomie (ablation du grand épiploon).

Bien que la chirurgie soit curative dans la majorité des cas, une chimiothérapie adjuvante
composee de carboplatine (alkylant de 'ADN formant des ponts inter ou intra-brins) et de paclitaxel
(poison des microtubules) peut étre administrée afin d’éviter la récidive survenant pour 10 a 30% des

patientes (1).

1.7.2.Stades avancés (Il et 1V)

Pour les cancers ovariens de stade avance, la chirurgie est dite cytoréductive ou de « debulking »
Elle consiste en une résection identique a la chirurgie des stades précoces avec élimination des cellule
disséminées dans le péritoine et des implants péritonéaux. L'objectif a stade avancé est d’éliminer tou

implant visible (macroscopique) dans le péritoine afin d’éviter une potentielle récidive.
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La chimiothérapie conventionnelle est une association de carboplatine et de paclitaxel administrée
en intraveineuse pendant 6 cycles. Une chimiothérapie néo-adjuvante, dite « d’induction » peut étre
réalisée si la résection compléte ne peut pas étre obtenue d’emblée. Afin de diminuer la masse
tumorale, la chirurgie est alors réalisée entre deux cures de chimiothérapie de 3 cycles chacune voir
apres une cure de 6 cycles, permettant ainsi une résection optimale (1, 2, 19).

Afin d’améliorer I'élimination des implants péritonéaux microscopiques, la chirurgie de
« debulking » peut étre associée a une chimio-hyperthermie intra-péritonéale (CHIP) consistant en ur
bain de chimiothérapie chauffé a 43°C pendant une durée de 30 a 90 minutes en contact direct avec le
organes dans le péritoine (24). Plusieurs études randomisées ont démontré I'avantage clinique :
administrer du cisplatine (présentant le méme effet que le carboplatine) et du paclitaxel par voie
intrapéritonéale comparé a une administration en intraveineuse malgré une toxicité accrue. L’étude
d’Armstronget al met notamment en évidence une augmentation de la survie globale de 15 mois chez
les patientes atteintes d’'un cancer des ovaires de stade Il traitées par voie intrapéritonéale comparé &
groupe traité par intraveineuse (25). L’hyperthermie possede des effets cytostatiques et agit de maniér
synergique avec la chimiothérapie en augmentant sa pénétration intra-tissulaire (24).

1.8.Nouvelles thérapeutiques

La détection des implants tumoraux pendant la chirurgie demeure 'un des facteurs limitant dans la
prise en charge du cancer ovarien. Ainsi, l'utilisation de marqueurs fluorescents permettant la
détection des cellules tumorales en per-opératoire et ainsi I'élimination d’implants péritonéaux
inframillimétriques non visibles a I'ceil nu pourrait constituer une voie d’amélioration significative du
traitement des cancers ovariens et est actuellement en cours d’étude pré-clinique chez I'animal (26).

Depuis l'introduction des sels de platines (cisplatine et carboplatine) comme chimiothérapie de
référence dans le cancer des ovaires, peu de nouveaux traitements permettant d’apporter un bénéfic
thérapeutique sont arrivés sur le marché. Parmi les nouvelles molécules, le bevacizumab (Avastin), ur
anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) a récemment
montré des résultats encourageants. En effet, plusieurs études de phase Ill ont montré que ce
inhibiteur de l'angiogenése, en combinaison avec la chimiothérapie conventionnelle, induit une
augmentation de la survie sans progression mais pas de la survie globale. Ces résultats ont été obsen
chez des patientes atteintes de cancer des ovaires de stade avance, sensible ou non au platine ou d
des cas de récidive. Cependant, des travaux complémentaires doivent étre réalisés afin de déterminer
meilleur schéma d’administration du bevacizumab, I'importance relative des effets indésirables
observés face au bénéfice thérapeutigue modéré ainsi que le codt potentiel d’'une inclusion de le

molécule dans le traitement de référence du cancer ovarien (27).
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La prise en compte de I'hétérogéneéité des tumeurs ovariennes représente I'une des pistes les plt
prometteuses dans I'amélioration de la prise en charge des patientes. Dans ce contexte, I'olaparib, u
inhibiteur de PARP (poly ADP-ribose polymerase), enzyme spécialisée dans la réparation des
dommages de I’ADN, a montré des résultats positifs. Une récente étude clinique de phase Il montre
que l'olaparib entraine une augmentation significative de la survie sans progression chez des patiente
présentant une récidive de cancer des ovaires séreux de haut grade sensible au platine. Cette molécl
est sensiblement plus efficace chez les patientes présentant des mutations des genes BRCA1L et
fréquentes dans le cancer ovarien. Les cellules cancéreuses présentant de telles mutations doivent alc
réparer les cassures de I'’ADMa des systemes de réparation alternatifs, les rendant ainsi plus
sensibles aux inhibiteurs de PARP (28).

Des molécules telles que le bevacizumab ou I'olaparib ouvrent la voie aux thérapeutiques ciblant
les caractéristiques propres a chaque type de cancer ovarien et pourraient constituer la clé di

I'amélioration de la prise en charge des patientes et de leur survie (3).

1.9.Problématiques liées au cancer ovarien

Depuis plus de 30 ans et 'introduction du cisplatine dans le traitement de référence du cancer

ovarien, les taux de survie ont malheureusement tres peu éveigée (3) (13).

Figure 3 : Evolution du taux de survie dans le cancer ovarien

Les données de survie apres 1 an, 3 ans et 5 ans post-diagnostic ont été collectées aux Etats-Unis
Surveillance, Epidemiology and End Results Database), en Australie (b, The Cancer Cquncil of
Victoria) et au Canada (c, The Cheryl Brown Outcomes Unit).
Figure adaptée de Vaughan, S., Coward, J. |, Bast, R. C., Jr., Berchuck, A., Berek, J.|S. et.al.
Rethinking ovarian cancer: recommendations for improving outcdiae$ev Cancer 2011,10, 719-
725.

Comme nous l'avons vu précédemment, ce cancer est détecté a un stade tardif (lll ou 1V) dans
75% des cas avec un envahissement du péritoine par les cellules tumorales. La prise en charg
(chirurgie et chimiothérapie) permet alors de faire entrer la patiente dans une phase de rémissior
clinigue. Malheureusement, une récidive peut survenir a partir d'implants tumoraux péritonéaux
invisibles pendant la chirurgie. D’abord biologique, avec une augmentation des marqueurs CA-125, la

récidive est ensuite clinique et des masses tumorales sont visibles par imagerie. Le temps de rémissic
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apres la fin de la chimiothérapie définit le statut de sensibilité au platine des pafiatieay 2) et

permet de déterminer |1& Rgne de chimiothérapie a administrer.

Statut Définition

Progression pendant la

Réfractaire au platine chimiothérapie

Récidive dans les 6 mois suivant

Résistante au platine la fin de la chimiothérapie

Sensible ou partiellement | Récidive apres 6 mois suivant la
sensible au platine fin de la chimiothérapie

Tableau 2 : Statuts de sensibilité au platine

Tableau adapté de Romero, I. and Bast, R. C., Jr. Minireview: human ovarian cancer: biology, current
management, and paths to personalizing thetamocrinology 2012, 4, 1593-1602. (3)

Ainsi, si les patientes sont sensibles au platine lay2e sera identique a la premiére avec une
combinaison de sels de platine et de paclitaxel. Les patientes résistantes ou réfractaires recevront ur
deuxieme ligne de chimiothérapie comprenant des molécules telles que le topotecan, la doxorubicine
liposomale (Caelyx), ou pourront étre incluses dans des essais cliniques permettant ainsi d’identifier
des molécules potentiellement activEg(re 4).

Afin d’améliorer la prise en charge des patientes et de cibler au mieux les recherches cliniques
dans le domaine, il est nécessaire de comprendre les problématiques liées au cancer ovarien : |
détection de la pathologie a un stade tardif, son hétérogénéité peu prise en compte dans la prise €
charge de la patiente et la chimiorésistance innée ou acquise des cellules tumorales constituant le poil
de départ d'une maladie résiduelle et d'une possible récidive (1-3, 13). Si I'hétérogénéité et la
chimiorésistance peuvent en partie étre expliquées par des caractéristiques intrinseques de la cellul
tumorale (localisation cellulaire, mutations) et I'existence de cellules souches cancéreuses, la
littérature indique une importance croissante du microenvironnement (29).

Les interactions entre les cellules tumorales ovariennes et leur stroma, a savoir la matrice
extracellulaire et les cellules environnantes, tiennent une place majeure dans la progression tumorals

ovarienne et feront I'objet de la deuxieme partie de cette revue bibliographique.
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Figure 4 : Evolution fréquente du cancer ovarien a stade avanceé

Graphique représentant I'évolution classique (pour environ 3 patientes sur 4) d’'un cancer
détecté a stade avanceé (lll). Malgré une résection compléte de la tumeur, une récidive peut g
partir de micro-implants tumoraux péritonéaux. Les cellules tumorales peuvent alors acqu

ovarien
urvenir ;
Brir une

chimiorésistance compliquant fortement la prise en charge de la patiente.
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2. Microenvironnement tumoral et cancer ovarien
2.1.Généralités

2.1.1.Historique

Historiquement, les premiéres recherches établissaient que I'apparition et le développement d’'un
cancer n'étaient dus qu'a l'accumulation dans les cellules tumorales de mutations génétiques,
notamment au niveau des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeurs. La cellule tumorale ét
alors placée au centre de la cancérogenése comme I'établissait Boveri en 1914 dans sa théorie de
mutation somatique (30). Stephen Paget comprend trés t6t I'importance de «l'organe » dans le
développement d’'un cancer et concoit la premiere définition de ce que nous appelons aujourd’hui
le microenvironnement. Sa théorie du « seed and soil » élaborée en 1889 indique que les métastases |
cancer du sein ne s’établissent pas dans un organe au hasard. En effet, les cellules tumorales (see
nécessitent un tissu (soil) propice au développement de la tumeur (31)

De nombreux résultats ont permis d'appuyer cette hypothese et ont montré que des cellules
tumorales placées dans un microenvironnement « normal » ne permettent pas la formation de tumeur
mais qu’au contraire, un microenvironnement activé permet d’induire la carcinogenése de cellules
normales (32). Par exemple, l'introduction de cellules mammaires normales dans une glande
mammaire soumise a des radiations ionisantes, un puissant oncogene, permet le développement ¢
tumeurs indiquant le réle primordial du microenvironnement dans le développement d’un cancer (33).

La revue « The Hallmarks of Cancer » de Hanahan et Weinberg parue en 2000 définit les six
capacités distinctives des tumeurs : un potentiel réplicatif illimité, un échappement a I'apoptose, une
autosuffisance en facteurs de croissance, une insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance, u
potentiel invasif et métastatique et une angiogenese activée. L'importance du microenvironnement
n'est alors pas prise en compte (34). Cest seulement une décennie plus tard que le
microenvironnement tumoral apparait parmi I'ensemble des critéres acquis par les tumeurs et

permettant leur développement (35).

2.1.2.Définition du microenvironnement tumoral

Le microenvironnement, ou stroma, consiste en I'ensemble des cellules non tumorales, des
facteurs sécrétés et de la matrice extracellulaire environnant la tumeur. L'ensemble des cellules
stromales est composé de fibroblastes, de cellules endothéliales formant les vaisseaux sanguins, c
cellules souches mésenchymateuses, d’adipocytes ou encore de cellules immunitaires (macrophage

lymphocytes, neutrophiles, etc...). Ce stroma est tres hétérogene et peut varier en fonction du type
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tumoral ou du stade de la maladie. En effet, les cellules tumorales sont capables de moduler |
composition de leur microenvironnement en recrutant certains types cellulaires (cellules souches
mésenchymateuses, cellules endothéliales) ou en modifiant leur phénotype (fibroblastes, cellules
immunitaires). En retour, le microenvironnement est capable de réguler la progression tumorale. En
effet, si certaines cellules stromales peuvent induire la mort des cellules tumorales a un stade précoc
de cancérisation, le stroma devient globalement pro-tumoral a stade avancé. Le microenvironnemen
peut réguler les différents criteres définis par Hanahan et Weinberg et ainsi activer la croissance
tumorale, 'angiogenése et favoriser le processus métastakaued 5) (4, 31). De plus, le stroma

est fortement impliqué dans I'acquisition d’une chimiorésistance par les tumeurs comme l'attestent un
nombre grandissant de travaux dont nous avons réalisé une revue bibliographitge (2) (29).

Contrairement a la plupart des tumeurs solides, le cancer de l'ovaire se distingue par sa
dissémination péritonéale a stade avanceé (lll et IV). Les cellules tumorales contribuent alors a la
formation de liquide d'ascite par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, créant un
microenvironnement riche en cellules inflammatoires et en facteurs protéiques et lipidiques. De plus,
la capacité des cellules tumorales ovariennes a adhérer la paroi du péritoine, le mésothélium, permet d
nombreuses interactions avec les cellules stromales présentes (cellules mésothéliales, adipocyte
etc...) et la matrice extracellulaire (36). Le microenvironnement des cancers ovariens, hotamment a
stade avancé, est donc extrémement riche.

Comme nous l'avons décrit précédemment, I'acquisition d’une chimiorésistance par les cellules
tumorales ovariennes constitue I'une des problématiques majeures dans les cancers ovariens. L'intére
croissant porté au réle du microenvironnement dans cette chimiorésistance, ainsi que ses nombreu
réles dans la progression tumorale, définit le stroma comme un champ de recherche qu'’il convient

d’explorer afin d’améliorer la prise en charge du cancer ovarien.
Nous décrirons dans cette partie, ainsi que dans une revue bibliographique prochainement soumis

dans Gynecologic Oncology, les différents acteurs du microenvironnement tumoral en s'intéressant

plus particulierement a leurs roles dans le cancer ovakiamegke 3.
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Figure 5 : Contributions multiples des cellules stromales dans le cancer

Les cellules stromales (cellules immunitaires infiltrantes, cellules fibroblastiques associées au g
cellules vasculaires angiogéniques) sont capables d’activer la progression tumorale en rég
différents critéres caractéristiques du cancer définis par Hanahan et Weinberg : autosuffis
facteurs de croissance (en vert dans le cercle), résistance aux signaux inhibiteurs de croisg
marron), échappement a la destruction par le systéeme immunitaire (en rose), activation de l'inJ
du processus meétastatique (en noir), activation de I'angiogenése (en rouge), résistance &
cellulaire (en gris), dérégulation du métabolisme (en violet). Les tumeurs présentent égaler
potentiel réplicatif illimité dont I'implication du microenvironnement n’a pas été définie.

Figure adaptée de Hanahan, D. and Coussens, L. M. Accessories to the crime: functions
recruited to the tumor microenvironment. Cancer Cell 2012.
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2.2.Ascite et facteurs sécrétés

Le cancer ovarien a stade avancé (lll et IV) est caractérisé par un envahissement du péritoine pa

les cellules tumorales. Ce phénomeéne est responsable d’'un processus inflammatoire appelé

« ascite

correspondant a une accumulation de liquide dans 'abdomen. L’'ascite contient de nombreux types

cellulaires tels que des cellules tumorales ou des cellules immunitaires mais aussi une guantité nor

négligeable de facteurs protéiques, lipidiques ou dérivés de la matrice extracellulaire sécrétés par le:

cellules tumorales et les cellules péritonéales (37, 38). La liste de ces différents facteurs, aussi bier
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protéiques que lipidiques, est trop longue pour en réaliser une description exhaustive. De plus, leur
contribution dans la progression tumorale ovarienne n’est pas toujours connue. Il est néanmoins
nécessaire de connaitre les molécules principalement décrites dans la littérature, responsables de
régulation de la progression tumorale ovarienne mais aussi de modifications du phénotype des cellule:

du microenvironnement.

2.2.1.Lipides bioactifs

Les lipides bioactifs, notamment I'acide lysophophatidique (LPA), la sphingosine-1-phosphate
(S1P) et les molécules dérivees de l'acide arachidonique représentent une part importante de:
molécules présentes dans le liquide d’ascite et constituent des régulateurs clés des mécanisme
inflammatoires et tumoraux (36).

Parmi ces molécules, le LPA est un petit phospholipide bioactif produit, entre autres, par les
cellules mésothéliales, les fibroblastes, les adipocytes et les cellules tumorales ovariennes. Sa présen
dans le sérum et le liquide d’ascite de patientes atteintes d’un cancer ovarien est corrélée avec u
mauvais pronostic (39, 40). Ses actions dans le cancer ovarien sont diverses et largement décrites da
la littérature. Des études passées ont initialement montré que ce lipide est capable de protéger le
cellules tumorales ovariennes HEY de la mort cellulaire induite par le cisplatine (41). En paralléle, des
travaux ont mis en évidence que le LPA peut favoriser la prolifération des cellules tumorales
ovariennes, notamment par une activation de la voie des MAP kinases (39, 40, 42), et permettre leu
survie a long terme en réactivant I'expression de la télomeirases voies PI3K et hypoxia-inducible
factor-lo (HIF-1a) (43). Des études réalisées sur un modele murin (greffes intra-péritonéales et
orthotopiques de cellules tumorales ovariennes) ont montré la capacité du LPA a favoriser la
croissance, la migration, l'invasion et le potentiel métastatique de tumeurs ovariennes (44). La
diversité d’action de ce lipide peut s’expliquer d'une part par sa capacité a induire la sécrétion de
cytokines impliguées dans la progression tumorale ovarienne telles que l'interleukine 6 (IL-6) (45, 46),
I'IL-8 (45-48) et le VEGF (49) et d’autre part par ses effets directs sur des protéines régulatrices de la
matrice extracellulaire (MEC). En effet, le LPA peut stimuler [lactivation de pro-matrix
metalloprotease-2 (proMMP-2) (50), la production de MMP-9 (51), diminuer le niveau d’inhibiteur de
métalloprotéases (TIMPs) (52) ou encore stimuler I'expression d’urokinase-type plasminogen activator
(uPA) (53) dans les cellules tumorales ovariennes. La liaison de 'uPA a son récepteur a recemment éti
montrée comme présentant des effets pro-inflammatoires et entrainant une augmentation de Iz
perméabilité vasculaire dans les tumeurs ovariennes (54). L'ensemble de ces effets contribue a I
dégradation de molécules de la MEC et ainsi a l'invasion des cellules tumorales ovariennes et a leul

potentiel métastatique.
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Les sphingolipides jouent également un réle dans la progression tumorale ovarienne, notamment I
sphingosine-1-phosphate (S1P). Synthétisée a partir d’'une phosphorylation de la sphingosine, la S1P
été par le passé découverte a des concentrations micrométriqgues dans le liquide d’ascite de patiente
atteintes d’un cancer ovarien, induisant la mort des cellules cancéreuses en suspension et la croissan
des cellules adhérentes (55). Plus recemment, des effets antagonistes de ce sphingolipide dépendant
sa concentration cellulaire ont été démontrés. De faibles concentrations de S1P (0,5 uM) inhibent
I'invasion de cellules cancéreuses ovariennes Dov13 alors que de fortes concentrations (20 uM) son
responsables d’'une augmentation de leur invasion. Cet antagonisme peut s’expliquer par une
représentation différentielle des récepteurs au S1P (S1P 1 a 5) en fonction de sa concentration (56, 57
Ces données ont été confirmées sur la lignée tumorale ovarienne OVCAR-3 ou le S1P favorise a le
fois la migration et I'invasion cellulaire (58)

L’axe des cyclo-oxygenases (COX) et des prostaglandines (PG) constitue un régulateur important
de la tumorigenese. Parmi les métabolites lipidiques provenant de cette voie, la prostaglandine E
(PGE), produit de dégradation de l'acide arachidonique par la COX, stimule la prolifération des
lignées tumorales ovariennes MDAH-2274 et SKOV3 et réduit leur apoptose en activant I'expression
de COX-2 et des genes anti-apoptotiques Bcl-2 et Bax (59). Des données obtenues chez les patients
atteintes de cancer ovarien a stade avancé ont montré une corrélation entre I'expression de COX-2 ¢
les parameétres de prolifération et d’angiogenése tumorale (60). L'expression de cette enzyme es
également associée a une chimiorésistance et a un mauvais pronostic chez les patientes atteintes d’
cancer ovarien (61). Dans l'ascite, la BGiEtive la voie du stromal derived factax-{SDF-1o) et de
son récepteur C-X-C receptor type 4 (CXCR4) dans les cellules myéloides suppressives (MDSCs) qui
migrent alors dans le microenvironnement ascitique. L’activation de la COX-2 par ladaG& les
MDSCs créé ainsi une boucle de régulation positive permettant une activation constante de la voie
SDF-10/CXCR4 et une rétention de ces cellules dans l'ascite (62). La voie des COX et des dérivés de
I'acide arachidonique, notamment la PGEeprésente donc un axe important du microenvironnement

tumoral ovarien dont l'inhibition constitue une piste prometteuse en clinique.

2.2.2.Cytokines et facteurs de croissance

Les protéines, aussi bien cytokines que facteursraissance, composent la seconde population
des molécules contenues dans l'ascite pouvant aussi bien étre sécrétées par les cellules tumoral
ovariennes que par les cellules du microenvironnement. Nous nous intéresserons ici a I'lL-6, I'lL-8, le
VEGF, 'EGF, le TNFea et le TGFB, régulierement retrouvés dans le liquide d’ascite et impliqués a

tous les niveaux de la progression tumorale ovarienne.
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L’IL-6 est une cytokine pléiotropique présentant des effets pro et anti-inflammatoires, sécrétée
entres autres par les cellules tumorales ovariennes, les cellules mésothéliales, les fibroblastes, le
macrophages (63) et dont I'expression est corrélée avec un mauvais pronostic chez les patiente
atteintes d’'un cancer des ovaires (64-66). Son récepteur, I'lL-6R, est surexprimé dans les tissus
tumoraux comparés aux cellules ovariennes saines (67). De plus, la voie STAT3 dépendante de I
liaison de l'IL-6 & son récepteur est constitutivement active dans certaines lignées tumorales
ovariennes (68). Les effets de I'lL-6 sur les cellules tumorales ovariennes sont multiples. En effet,
cette cytokine peut favoriser la prolifération, la migration et l'invasion de lignées tumorales
ovariennes, mais aussi diminuer leur apoptose et ainsi contribuer a la progression de la maladie (68
69). L'IL-6 peut également activer les cellules endothéliales et ainsi favoriser I'angiogenése tumorale
(70, 71). Cette cytokine est de méme impliqguée dans I'une des problématiques majeures du traitemen
des cancers ovariens, la chimiorésistance. Le traitement au paclitaxel entraine une augmentation d
I'IL-6 dans le sérum et I'ascite de patientes (72, 73) et la production autocrine de cette cytokine par les
cellules tumorales ovariennes est responsable d’'une résistance au cisplatine et au paclitaxel plu
importante (74). Les effets de I'lL-6 passeraient alors par une augmentation de I'expression de
protéines de détoxification de chimiothérapies (MDR1 et GSTpi) et de protéines anti-apoptotiques
(Bcl-2, Bcl-xL et XIAP) et une activation des voies de prolifération (MAP kinases) et de survie
cellulaire (PI3K/Akt).

L'IL-8, aussi appelée CXC chemokine ligand 8 (CXCL8), est une cytokine pro-inflammatoire
sécrétée entre autres par les cellules tumorales ovariennes, les monocytes, les cellules endothéliales
les cellules mésothéliales (75). L'expression de cette cytokine dans les cancers ovariens est associée
un stade avancé et est corrélée avec une mortalité élevée (76-78). L’IL-8 peut agir de maniére directt
et indirecte sur la progression tumorale. En effet, I'expression de cette cytokine et de son récepteul
dans les cellules tumorales ovariennes est corrélée a la prolifération celiulégtre etin vivo induite
par une action autocrine de I'lL-8 (79). Des travaux menés sur des modeles de tumeurs ovarienne:
chez la souris ont également montré des effets de cette cytokine sur le microenvironnement tumoral
Une inhibition de I'expression de I'IL-8 dans les tumeurs entraine une diminution de la croissance
tumorale via une plus faible vascularisation des tumeurs et une diminution de la dissémination
métastatiquevia une synthese réduite des MMP-2 et MMP-9 (77). De méme que pour I'IL-6, la
production autocrine d’IL-8 par les cellules tumorales ovariennes est responsable d’'une résistance
accrue au cisplatine et au paclitaxel (74). En opposition avec les résultats précédestsal Lae
montré que l'expression de I'IlL-8 dans les cellules cancéreuses ovariennes pourrait réduire la
croissance tumorale en augmentant I'infiltration des neutrophiles et des macrophages (80).

Le VEGF est une cytokine pro-angiogénique majeure augmentant la prolifération et la migration
des cellules endothéliales ainsi que la perméabilité des vaisseaux préexistants (81). L'expression d

30



cette cytokine dans le cancer des ovaires est associée a un mauvais pronostic pour la patiente (76). Ul
étude menée sur un modéhevivo de cancer ovarien montre que I'immunoneutralisation du VEGF par

un anticorps monoclonal, le A4.6.1, entraine une diminution de la croissance de tumeurs sous-cutanée
obtenues a partir d'implantation de cellules tumorales ovariennes SKOV-3. Sur des tumeurs
intrapéritonéales SKOV-3, l'inhibition du VEGF ne diminue que partiellement la croissance tumorale
mais supprime totalement la formation de liquide d’ascite (82). La voie de signalisation impliquant le
facteur de transcription nuclear factd-(NF-kB) semble responsable de I'expression du VEGF, mais
aussi de I'lL-8, entrainant ainsi une augmentation de I'angiogenese et de la tumorigenicité de cellules
tumorales ovariennes (83). Des travaux réalisés chez la souris sur des modeles de cancer ovarie
antérieurs aux études cliniques des molécules ciblant le VEGF décrits précédemment (partie 1.7), on
montré I'intérét d’inhiber cette cytokine afin d’améliorer la prise en charge des patientes. En effet,
I'association d’inhibiteurs du VEGF avec le paclitaxel réduit sensiblement la croissance tumorale et le
développement de liquide d’ascite comparé a l'utilisation de paclitaxel seul (84, 85).

L’epidermal growth factor (EGF) est un facteur deissance dont I'expression du récepteur
(EGFR) est corrélée avec un mauvais pronostic chez les patientes atteintes d’'un cancer ovarien (86
Pourtant, I'utilisation d’inhibiteurs de 'EGFR tels que le cetuximab ou I'erlotinib n’'ont pas montré de
bénéfice clinique dans le traitement des cancers ovariens. Cette constatation pourrait étre due au fa
que les mutations de ce récepteur, associées avec la réponse thérapeutique a ces molécules, sont 1
peu retrouvées dans le cancer ovarien comparé a d’autres types tumoraux (87). Cependant, des traval
indiquent que 'EGF, comme le LPA, stimule la chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes
HEY au cisplatine (41). De plus, ce facteur de croissance est capable d’induire la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) dans les cellules de la surface de I'épithélium ovarien (88, 89).

Le tumor necrosis factar- (TNF-a) est une cytokine clé dans la régulation des processus
inflammatoires, longtemps considérée comme anti-tumorale. Cependant, les études menées ces Z
derniéres années ont permis de mettre en évidence les effets immunosuppresseurs de cette cytokine
sa capacité a activer la croissance tumorale (90). Dans le cancer ovarien, il a par exemple été montr
que l'expression de TNE- est corrélée avec le grade de la tumeur (91). De plus, la production
autocrine de cette cytokine par les cellules tumorales ovariennes permet de favoriser la synthése d
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), SDF-1, IL-6, macrophage inhibitory factor (MIF) et
VEGF, favorisant ainsi 'angiogenése et la dissémination péritonéale (92). Des études récentes on
également montré que la production de TdNFavorise la synthése d’IL-17, permettant ainsi le
recrutement de cellules myéloides et I'activation de la progression tumorale ovarienne (93). dce TNF-
permet donc la création d’'un environnement cytokinique pro-tumoral.

Le transforming growth factds- (TGF{3) est une cytokine présentant des effets anti et pro-

tumoraux, impliquée notamment dans la TEM (94). Il a été montré que I T I'expression est
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associée a I'angiogenése tumorale ovarienne, entraine l'invasion des cellules tuvientaletsvation
de MMPs (95, 96).

En résumé, le liquide d’ascite constitue un réservoir de facteurs protéiques et lipidiques régulant la
progression tumorale ovarienne de maniére directe ou indirecte par une action sur le
microenvironnementT@ableau 3). La connaissance de ces difféerentes molécules et des mécanismes
impliqués permet de déterminer des facteurs pronostics ainsi que de nouvelles cibles thérapeutique

dans le traitement du cancer des ovaires.

Molécule Cellules productrices Roéles dans le cancer ovarien

Mauvais pronostic. Protection contre le cisplatine.
Active la prolifération des cellules tumorales, |la
réexpression de la télomérase, la croissance tumorale,
la migration, l'invasion et le processus métastatique

Cellules mésothéliales,
LPA fibroblastes, adipocytes,
cellules tumorales ovariennes

Présence dans l'ascite tumoralg, . : . . .. .
S1P ovarienne ) ﬁegulatlon de la migration et de l'invasion tumorale

Mauvais pronostic. Active la prolifération et inhibe
Voie COX . 'apoptose des cellules tumorales. Expression
Cellules tumorales ovariennes Y s X Lo

et PGE corrélée avec l'angiogenése et la chimiorésistance.

Active la sécrétion de SDF-1

Mauvais pronostic. Active la prolifération, |a
migration, l'invasion des cellules tumorales. Active
'angiogenése. Protection contre le cisplatine et le
paclitaxel

Cellules mésothéliales,
IL-6 fibroblastes, macrophages,
cellules tumorales ovariennes

Mauvais pronostic. Active la prolifération, |a
croissance, l'angiogenese et linvasion tumorale.
Protection contre le cisplatine et le paclitaxel.
Recrutement des macrophages et des neutrophiles

Cellules mésothéliales, cellule
IL-8 endothéliales, monocytes,
cellules tumorales ovariennes

Cellules endothéliales, cellulesMauvais pronostic. Active l'angiogenése et |la

VEGF tumorales ovariennes formation de liquide d’ascite
EGE Cellules tumorales ovariennes Mauvais pronostic. Active la transition épithélio-
1 mésenchymateuse. Protection contre le cisplatine
Cellules tumorales ovariennes Mauvais pronostic. Active la synthése de MCR-1,
TNF-a 1 SDF-1, IL-6, MIF, VEGF et dIL-17. Active
macrophages . R . .
'angiogenése et le processus métastatique
TGF-3 CralllEs WIMeEEs OUe e Activation de I'angiogenese et de I'invasion tumorale

macrophages

Tableau 3 : Facteurs contenus dans les ascites tumorales ovariennes

Tableau non exhaustif présentant les principaux facteurs, protéiques et lipidiques, contenus dans le
ascites tumorales ovariennes, ainsi que leurs roles et la liste non exhaustive des cellules responsabils
de leur production.
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2.3.Matrice extracellulaire et adhésion

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau tridimensionnel complexe et dynamique, composé
de protéines, de glycosaminoglycanes et de polysaccharides. Sa composition est trés hétérogéne
differe selon la localisation ou le contexte, physiologique ou pathologique.

La MEC est un composant non cellulaire majeur du microenvironnement permettant de maintenir
I'architecture des tissus, régulant la migration des cellules et la diffusion de facteurs de croissance ot
agissant comme co-récepteurs de ces molécules. Les molécules de la MEC peuvent également ag
directement sur les cellules par leurs domaines endogenes de facteurs de croissance ou apres
libération de fragments bioactifs, les sites cryptiques, apres dégradation par des prieigases)(

(97).
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Figure 6 : Fonctions de la matrice extracellulaire

Selon sa composition, la matrice extracellulaire (MEC) permet I'ancrage a la membrane basale (1), la
régulation positive ou négative de la migration cellulaire (2 et 3), la liaison de facteurs de croissance et
ainsi la régulation de leur diffusion (4). Certaines molécules de la MEC peuvent se lier a des facteurs
de croissance et agir comme co-récepteurs (5) ou présentateurs (6). La MEC peut agir directgment st
la cellulevia ses domaines endogénes de facteur de croissance ou ses fragments bioactifs dgrivés d
clivage par des protéases telles que les MMPs (7). Les cellules peuvent percevoir les propriétés
biomécaniques de la MEC, telles que la rigidité ou I'élasticité, et s’y adapter.

Figure adaptée de Lu, P., Weaver, V. M., and Werb, Z. The extracellular matrix: a dynamic niche in
cancer progression. J Cell Biol 2012

Dans le contexte tumoral, des dérégulations de la dynamique de la MEC (quantité, compaosition)

sont a l'origine de modifications de ses propriétés. La MEC constitue ainsi une « niche » propice au
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développement d'un microenvironnement pro-tumoral et favorise des mécanismes tels que
I'angiogiogenése ou la dissémination métastatique. Les principaux acteurs de ce remodelage de I
MEC sont les cellules stromales, notamment les fibroblastes et les cellules immunitaires (97).

Dans le cancer ovarien, la dissémination métastatique se produit dans le péritoine, une région riche
en MEC, et est notamment régie par 'adhésion des cellules tumorales ovariennes a cette matrice. D
maniére plus globale, 'adhésion des cellules tumorales ovariennes entre elles ou a la matrice et leu
agencement dans I'espace (culture en monocouche ou tridimensionnelle) sont des régulateurs majeul
de la prolifération ou de la résistance a la chimiothérapie (98).

Nous aborderons donc les molécules d’adhésion cellule-cellule ou cellule-matrice exprimées par
les cellules tumorales ovariennes ainsi que les principales molécules de la MEC retrouvées dans I
microenvironnement tumoral ovarien en s’attardant plus particulierement sur SPARC, une molécule

matricielle largement décrite dans la littérature.

2.3.1.Adhésion cellule-cellule et cellule-matrice

Pendant la dissémination métastatique, les cellules tumorales ovariennes se déplacent dans |
péritoine en fonction des flux du liquide d’ascite sous forme de cellules seules ou de sphéres de
cellules appelées « sphéroides ». La formation de ces sphéroides, qui pourrait étre induite par le
interactions entre la laminin-1 et lI'integrdl, permet une meilleure résistance des cellules tumorales
ovariennes au cisplatine et souligne ainsi I'importance de I'organisation des cellules entre elles (99).
La formation de ces sphéroides est également induite par la claudine 4, une protéine surexprimée dar
la plupart des cancers ovariens et impliguée dans la formation de jonctions serrées (100). De plus
I'expression de cette protéine est corrélée a la présence de cytokines pro-angiogéniques (IL-8, CXCL1
CXCL2, etc...) montrant un role pro-tumoral de la claudine 4 dans le cancer des ovaires (101).

L’organisation spatiale des cellules tumorales ovariennes semble donc étre un facteur de régulatior
important de la progression tumorale. Des travaux récents appuient cette hypothése et montrent que le
cellules tumorales ovariennes agencées en 3 dimensions sur une matrice de nanofibres de RADA16-
résistent mieux a la chimiothérapie (5-FU, paclitaxel) que des cellules cultivées en 2 dimensions (102).

L’adhésion des cellules tumorales ovariennes aux protéines de la MEC (décrites en partie 2.3.3)
régule également de nombreux mécanismes tumoraux. Ces cellules surexpriment notamment e
meésothéline, un antigene de différenciation initialement découvert a la surface des cellules
meésothéliales. Cette protéine est attachée a la membrane plasmique par une ancre d
glycophosphatidyl inositol et augmente l'invasion des cellules tumorales ovariennes en induisant la
sécrétion de MMP-YVia les voies MAPK/ERK et JNK (103).
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De méme, de nombreuses molécules d’adhésion cellulaire (cell adhesion molecules, CAM) non
retrouvées dans le tissu sain sont exprimées par les cellules tumorales ovariennes et permetter
I'interaction de ces cellules entre elles ou avec des molécules de la MEC. Parmi ces molécules, e
neural CAM (NCAM) est retrouvée dans les tumeurs ovariennes et son expression est corrélée avec s
grade des tumeurs. Non exprimée dans le tissu sain, cette molécule stimule la migration et I'invasion
des cellules tumorales ovarienriesvitro, et la dissémination métastatique chez la souris. Cet effet
pro-tumoral est di a I'interaction de NCAM avec le récepteur au facteur de croissance des fibroblastes
(fibroblast growth factor receptor, FGFR) (104, 105). De méme, I'expression de LLCAM est corrélée a
un mauvais pronostic dans le cancer ovarien et pourrait induire une meilleure migration cellulaire et
une dissémination métastatique plus importarada sécrétion d’IL-1et I'activation de NF«B (106,

107). Cette molécule peut également diminuer I'apoptose des cellules tumorales ovariennes induite pa
le cisplatine (108).

2.3.2.SPARC

SPARC, pour secreted protein acidic and rich in cystein, est une glycoprotéine matricielle
transitoirement sécrétée par les cellules tumorales et les cellules stromales. Cette protéine interag
avec de nombreux composants de la MEC et des facteurs de croissance tels que le FGF-2 ou le VEGI
régulant I'expression de métalloprotéases de la matrice (MMP) et modulant I'architecture du
cytosquelette de certains types cellulaires. Les effets de SPARC dans le cancer sont controversés. E
effet, cette protéine est considérée comme pro-tumorale dans le mélanome et le cancer du sein ma
présenterait des effets bénéfiques dans d’autres modeles tel que le cancer ovarien comme le montre
les travaux de Said et &Figure 7).

L'expression de SPARC est diminuée dans les cellules tumorales ovariennes comparée aux
cellules épithéliales ovariennes « normales » et la restauration de son expression entraine I'apoptos
des cellules tumorales ovariennes, induisant une diminution de la croissance tumorale et de la
tumorigenicité (109, 110). Cette protéine est capable d’inhiber I'adhésion des cellules tumorales
ovariennes, médiée par les intégrires et a,s, aux molécules de la MEC, en particulier a la
fibronectine et a la vitronectine (111, 112). Cependant, SPARC n’interagit pas seulement avec les
molécules de la MEC mais aussi avec des cytokines ou des lipides bioactifs. Son action résulte en un
« normalisation » du microenvironnement tumoral avec des effets antagonistes aux molécules pro-
inflammatoires de I'ascite. Ainsi, SPARC inhibe les effets prolifératifs du VEGF (113) et la
prolifération, le chimiotactisme et I'invasion des cellules tumorales ovariennes induits par I'lL-6 (112).
Les effets pro-invasifs, le chimiotactisme et les sécrétions d’IL-1, IL-6, IL-8 et MCP-1 par les cellules
tumorales ovariennes SKOV-3, induits par le LPA, sont de méme inhibés par SPARC (51). SPARC
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peut également réguler les interactions entre les cellules tumorales ovariennes et les cellules
meésothéliales et macrophages. Ainsi, I'activation du facteur de transcriptiaB MfEda production

d’IL-6, uPA, PGE et isoprostane-8 résultant de ce dialogue sont inhibées (51). SPARC agit donc de
facon large et « normalise » le microenvironnement tumoral ovarien.

vAg

IL-6 .‘ EOC h..
& Aya

v
col Iv % ‘J‘ Py Integrins
Adhesion By

i_r;x- li—- SP\/

Invasion/Migration
Proliferation/Survival

2 —sr—

Ascitic Fluid

-K VEGF |
> MMP-2/-0 |

LPA
/) IL-6
\ PGs ROS Siscpiontare
MCP1

Figure 7 : Rbles de SPARC dans la progression tumorale ovarienne

Schéma montrant les principales voies régulées par SPARC (SP) dans le cancer ovarien. $es effe
sont larges et sont responsables d’'une diminution de I'adhésion, invasion, migration, prolifération et
survie des cellules tumorales ovariennes (EOC). SPARC peut également inhiber la sécr¢tion de
molécules pro-inflammatoires par les macrophages ou encore empécher la dialogue entre les cellule
mésothéliales et les cellules tumorales ovariennes. FN : fibronectine, VN : vitronectine, ROS : pspéces
réactives de lI'oxygene.
Figure adaptée de Said, N., Socha, M. J., Olearczyk, J. J., Elmarakby, A. A., Imig, J. O. et.al.
Normalization of the ovarian cancer microenvironment by SPARC. Mol.Cancer Res 2007

2.3.3.Autres molécules de la MEC ovarienne

Bien que SPARC soit la molécule matricielle dont les roles sont les plus largement décrits dans le
cancer ovarien, d’autres protéines de la MEC telles que I'acide hyaluronique, le versican, la périostine
ou encore la vitronectine régulent I'adhésion des cellules tumorales ovariennes et leurs capacités di
motilité et d’invasion.

L'acide hyaluronique est un glycosaminoglycane dont la liaison au récepteur CD44 entraine une
adhésion des cellules tumorales ovariennes et dont I'expression stromale est corrélée a un mauvai

pronostic chez la patiente (114-119). Dans un modéle de xénogreffe de cellules tumorales ovarienne:
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humaines chez la souris, I'inhibition de CD44 par un anticorps bloquant réduit 'adhésion des cellules
tumorales ovariennes au péritoine et leur capacités de dissémination (118). Cependant, les effets d
I'acide hyaluronique sur l'angiogenese semblent plus difficiles a interpréter. En effet, I'acide
hyaluronique synthase et les hyaluronidases régulent les quantités d’acide hyaluronique de haut et d
bas poids moléculaires qui sont respectivement anti et pro-angiogéniques (120)

Le versican, un protéoglycane interagissant avezdiéahyaluronique et son récepteur CD44,
présente une expression augmentée dans les tumeurs ovariennes et leur microenvironnement p;
rapport au tissu sain. Cette expression est corrélée a un mauvais pronostic chez la patiente mais r
constitue pas un indicateur indépendant de survie (121). Les travaux deet\&grrésumant les
capacités du versican et de l'acide hyaluronique a favoriser la motilité et l'invasion des cellules
tumorales ovariennes, mettent en évidence l'intérét des thérapies actuelles ciblant ces molécules (122

Parmi les molécules de la MEC retrouvées dans le microenvironnement tumoral ovarien, la
périostine a été récemment décrite pour ses roles dans la progression tumorale ovarienne. En effe
cette protéine, dont I'expression est corrélée dans le cancer ovarien avec le stade de la maladie
entraine une augmentation du potentiel métastatiqgue de tumeurs ovariennes dans des modéles de soL
immunodéprimées, avec une angiogenese accrue et une diminution de l'apoptose des cellules
tumorales (123, 124). La périostine est un ligand des intégxifiget a,3s, récepteurs aux molécules
de la MEC dont les roles sont majeurs dans I'adhésion des cellules tumorales a la matrice. En effet, I
liaison de l'intégrinen,33 a la vitronectine est responsable d’'une augmentation de la prolifération et de
la motilité de la lignée tumorale ovarienne OV-MZ-6 (125).

Les cellules tumorales ovariennes sont également capables de modifier la quantité et la
composition de la MEC par I'expression les métalloprotéases matricielles. Par exemple, certaines
lignées tumorales (Hey, OVCAR429, ES-2 et HOC-7) expriment la membrane type 1 MMP (MT1-
MMP) qui dégrade le collagéne et favorise l'invasion. Au contraire, les cellules ovariennes SKOV-3 et
OVCAR-3 n’expriment pas cette protéine et sont incapables d’envahir des matrices de collagene |
polymérisées (126). De plus, l'activité de la MT1-MMP pourrait se révéler primordiale dans la
dissémination métastatique intra-péritonéale (127). De nombreux travaux montrent que I'expression de
métalloprotéases telles que MT1-MMP, MMP-2, MMP-9 ou TIMP-2 est corrélée avec une faible
survie des patientes atteintes d’un cancer des ovaires.

La composition en protéines de la MEC ovarienne et péritonéale ainsi que la régulation de ces
protéines par les cellules tumorales et les métalloprotéases se réevélent donc étre des régulateu

majeurs de la progression tumorale ovarienne et de la dissémination métastatique (128-130).
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2.4.Fibroblastes et fibroblastes associés au cancer (CAFSs)

2.4.1.Fibroblastes « normaux » et sénescents

Les fibroblastes sont des cellules fusiformes constituant le principal composant cellulaire du tissu
conjonctif. Ces cellules sont impliquées dans la régulation de 'homéostasie de la MEC en permettant
sa synthése (collagene, fibronectine et laminine) et sa dégradation (MMPSs). Les fibroblastes sont
également impliqués dans la régulation de la différenciation épithéliale, de l'inflammation et la
guérison des blessures, notamment grace a leurs fonctions contractiles et leurs effets sur la MEC. Lt
cancer étant souvent comparé a une blessure qui ne guérit pas, I'étude de I'importance des fibroblaste
dans le microenvironnement tumoral se révele primordiadpi(e 8).

Dans le contexte ovarien, les cellules tumorales stimulent directement I'expression d’'uPA dans des
lignées fibroblastiques LEP par la libération de facteurs paracrines (FGF-2, HB-EGF, HGF, IGF-1 et
IL-1a) ou indirectement par I'induction d’'une boucle autocrine de FGF-2 dans ces cellules (131).
Comme nous l'avons décrit précédemment, la liaison de 'UPA a son récepteur entraine des effets pro
inflammatoires et une augmentation de la perméabilité vasculaire dans les tumeurs ovariennes (54). D
plus, les interactions entre les cellules tumorales et des fibroblastes entrainent une libération de
proMMP-2 et de TIMP-2 par ces cellules. La MMP-2, forme active de la proMMP-2, permet une
dégradation de molécules de la MEC et entraine l'invasion des cellules tumorales ovariennes. Au
contraire, la TIMP-2 produite par les fibroblastes inhibe I'activation de proMMP-2 en MMP-2, mettant
ainsi en avant le role des fibroblastes dans le maintien de 'hnoméostasie matricielle (132, 133). Bien
que ces fibroblastes n’aient pas été clairement définis dans cette étude, il est probable que leu
phénotype corresponde a celui des fibroblastes associés au cancer (CAFs) que nous décrirons dans
partie suivante.

Le cancer ovarien est une maladie survenant dans la majorité des cas chez des femmes agés av
un pic de fréquence de 70 ans. Ce vieillissement est caractérisé par une augmentation du nombre ¢
fibroblastes sénescents capables de favoriser la prolifération cellulaire et la tumorigenése de cellule:
épithéliales (134). Dans l'ovaire, la transformation des fibroblastes normaux en fibroblastes sénescents
pourrait étre initiée par le growth-regulated oncogene 1 (GRO-1) dont I'expression est activée dans les
cellules épithéliales ovariennes transformées par Ras et les cellules tumorales ovariennes (135).

En retour, les fibroblastes sénescents sont capables de déclencher la transformation néoplasique
cellules épithéliales partiellement transformées (surexprimant la protéine C-myc) par un facteur
sécrété. Bien que ce facteur n’ait pas encore été clairement identifié, des candidats potentiels tels qu
I'ostéopontine, SDF-1, VEGF, amphireguline, HGF et I'lL-6, tous impliqués dans la régulation des

fibroblastes pré-sénescents et sénescents, sont a I'étude (136).
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2.4.2.Myofibroblastes et fibroblastes associés au cancer (CAFs)

Parmi les cellules du microenvironnement tumoral, les myofibroblates ou fibroblastes associés au
cancer (CAFs) sont les plus abondantes. Bien que ces deux appellations soient régulierement associé
au méme type cellulaire, elles correspondent en réalité a deux situations difféerentes. Les
myofibroblastes sont des cellules caractérisées par I'expressiom-simdoth muscle actim(SMA)
et initialement retrouvées transitoirement au niveau de blessures et dans des situations d’inflammatior
chronique. Au sein des tumeurs, les myofibroblastes ou CAFs sont connus pour leur large spectre de
fonctions pro-tumorales dont 'activation de la croissance et des processus métastatiques. Malgré |
forte hétérogénéité de ces cellules, ainsi qu’'une origine et un phénotype discutés, elles sont parfoi
caractériseées par I'expression de protéines telles que la fibroblast-activation protein (FAP), la desmine
et le platelet derived growth factor receptofHPGFRB) (5, 137, 138).

Bien que les CAFs ne soient pas présents dans le tissu ovarien normal, ils sont retrouvés dans le
tumeurs bénignes, les cancers ovariens borderline et sont abondants dans les adénocarcinom
ovariens, notamment les tumeurs séreuses de bas et de haut grade (139, 140). Ainsi, quelques trava
se sont intéressés aux interactions entre les cellules tumorales ovariennes et 1E3gDAE8)(

Les lignées tumorales ovariennes SKOV-3 et OVCAR-3 sont capables de sécréter des exosomes
vésicules membranaires riches en protéines, induisant I'expressisBMA dans les cellules
stromales dérivées du tissu adipeux (ADSCs). Ainsi, les cellules tumorales ovariennes seraient
capables de modifier leur microenvironnement et d’induire la formation de CAFs a partir de cellules
proches des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) retrouvées dans le tissu adipeux (141
D’autres travaux montrent que le milieu conditionné par les cellules tumorales ovariennes augmente lg
quantité d’especes réactives de I'oxygene (ROS) dans les fibroblastes, induisant dans ces cellules un
augmentation de I'expression de chloride intracellular channel 4 (CLIC4) et une transdifférenciation en
myofibroblastes (142). Les cellules tumorales ovariennes sont également capables d’activer des
fibroblastes « normaux » (isolés a partir domemtum normal) et entrainent leur prolifération et
I'expression da-SMA par une voie de signalisation dépendant du transforming growth fictor-
(TGF{31) (143).

Les cellules tumorales ovariennes sont donc capables de créer un microenvironnement propice a |
différenciation de cellules stromales, notamment les ADSCs et les fibroblastes, en CAFs.

En retour, les CAFs sont capables d’agir sur les tumeurs ovariennes et leur microenvironnement.
Zhanget al. ont montré que dans les cancers épithéliaux de I'ovaire, une forte proportion de CAFs est
corrélée a un stade avancé, une forte probabilité de métastases dans les ganglions lymphatiques
'omentum, et une augmentation de l'angiogenése et de la lymphangiogenese (139). Comme nous

I'avons décrit précédemment, des fibroblastes normaux provenant de 'omentum peuvent étre activés
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Figure 8 : Roles des fibroblastes et CAFs dans le microenvironnement tumoral ovarien
Schéma non exhaustif représentant les réles connus des fibroblastes normaux, sénescents qu assoc
au cancer (CAFs) dans la progression tumorale ovarienne. La sénescence des fibroblastes pqurrait éti

induite par la sécrétion de GRO-1 par les cellules tumorales ovariennes et les cellules épithéliales
ovariennes partiellement transformées (mutation de Ras). En retour, les fibroblastes sénescent:
pourraient favoriser la transformation néoplasique de ces cellules transformées. Les cellules timorales
ovariennes sont capables d’induire la formation de CAFs a partir de fibroblastes normaux présents au
niveau de 'omentum ou a partir dADSCs. Ces CAFs sont capables modifier la composition de la
MEC par des régulations sur les MMPs.

en CAFs par les cellules tumorales ovariennes. Ces cellules sécrétent alors du MMP-2 et activent
I'expression de HGF dans les cellules tumorales entrainant une augmentation de leur adhésion et let
invasion dans I'omentum (143). Parmi les marqueurs spécifigues des CAFs, FAP semble étre un
régulateur important du microenvironnement tumoral ovarien et une cible thérapeutique

potentiellement intéressante. En effet, sa mise en silence par des siRNA dans des CAFs entraine ur
diminution de la prolifération des cellules et de I'expression de génes marqueurs de cellules souches

Etonnamment, I'inhibition de I'expression de FAP dans les cellules tumorales ovariennes SKOV-3
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n'exprimant pas ce gene entraine une diminution de la croissance tumorale dans des modeles d
xénogreffe chez la souris (144).

Bien que le réle des CAFs dans le microenvironnement tumoral ovarien ait été peu étudié a ce
jour, il semblerait que ces cellules agissent a de nombreux niveaux de la progression tumorale

ovarienne.

2.5.Cellules endothéliales et angiogenese

2.5.1.Généralités sur 'angiogenése tumorale

Les vaisseaux sanguins, composés de cellules endothéliales parfois associées a des péricyt
(cellules de couverture) et des cellules musculaires lisses, permettent de fournir en oxygéne et er
nutriments les tissus sains et les tumeurs. La diffusion de 'oxygene a travers les tissus étant limitée ¢
100-200 um, la formation de nouveaux vaisseaux est nécessaire a la croissance des tumeurs et :
processus métastatigue. Ce mécanisme, appelé angiogenese tumorale, permet la formation d
nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants (145-igie(9). Judah Folkman montre en
1971 que la croissance tumorale est dépendante de I'angiogenése et que ce phénomeéne constitue
facteur limitant de la cancérogénese qu’il serait intéressant de cibler afin d’améliorer les
thérapeutiques existantes (148).

Nous savons désormais que l'angiogenése est hautement régulée par les facteurs anti ou prc
angiogéniques sécretes par les cellules tumorales et leur microenvironnement (149). La proportion de
ces difféerentes molécules au sein de la tumeur défini un équilibre appelé « switch angiogénique ».
Celui-ci sera alors déclenché quand les signaux activateurs sont plus importants que les signau:
inhibiteurs de I'angiogenese.

L’incapacité a mettre en évidence de nouvelles thérapeutiques efficaces dans le traitement du
cancer ovarien et I'intérét croissant porté au développement de médicaments anti-angiogéniques on

conduit de nombreuses équipes a étudier I'implication de I'angiogenése dans le cancer des ovaires.

2.5.2.Interactions entre cellules tumorales ovariennes et cellules
endothéliales

Hollingsworth et al se sont intéressés en 1995 a I'angiogenése tumorale dans les stades avancés d
cancer ovarien et ont pu démontrer qu’une faible vascularisation des tumeurs est corrélée avec un
meilleure survie des patientes (150). Des travaux récents ont confirmé I'intérét d’utiliser 'angiogenése

des tumeurs ovariennes comme facteur pronostique. En effet, le nhombre de cellules progénitrices
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endothéliales circulantes est significativement plus élevé dans le sang de patientes atteint

es d'ur

cancer ovarien par rapport a un sujet sain. De plus, le nombre de ces cellules est corrélé avec le stac

de la maladie et la masse tumorale résiduelle (151).
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Figure 9 : Angiogenése tumorale et modifications de la MEC

Schéma représentant les différentes étapes de I'angiogenése tumorale et les régulations de
associées. En réponse a des facteurs de croissance (VEGF, FGF-2, PDGF) et des enzymes ré
de la MEC (MMPs) sécrétés par les cellules tumorales, les fibroblastes ou encore les
immunitaires, la membrane basale vasculaire (VBM) subit une dégradation et des chang
structurels (a). La transition d'une VBM mature (Mature VBM) & une matrice provisoire (Provis
matrix) permet d’entrainer la prolifération et la migration des cellules endothéliales vasculaires
permet d’'induire la formation d’une matrice intermédiaire (Intermediate matrix) puis d’une nol
VBM mature (b). Cette nouvelle matrice, associée aux cellules endothéliales et au recruten
péricytes, permet la phase de résolution consistant en la différenciation et la formation de ng
vaisseaux matures.

Figure adaptée de Kalluri, R. Basement membranes: structure, assembly and role in
angiogenesis. Nat Rev Cancer 2003
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provenant des tumeurs primaires, de métastases ou de lignées cellulaires, peuvent induire, par |
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sécrétion de VEGF et de Pleiotropine, la différenciation de monocytes en cellules exprimant CD14 et
le VEGFR-2. Cette sous-population cellulaire est décrite comme étant des progéniteurs endothéliaux
montrant des propriétés angiogéniques telles que la capacité a former une structure tubulaire sur ui
substrat de Matrigel (152, 153).

Il a récemment été montré que certaines cellules tumorales ovariennes pourraient elles-méme:
constituer une base pour la formation de nouveaux vaisseaux. En effet, les CSCs décrites
précédemment et découvertes par Alveral. entrainent une augmentation de la vascularisation de
tumeurs ovariennes injectées par xénogreffe dans des souris immunodédnmies,. ces cellules
exprimant CD44 sont capables de former des structures tubulaires sur des substrats de Matrigel €
d’exprimer des marqueurs endothéliaux telles que la vascular endothelial cadherin (VE-cadherin) et le
CD34. Ces CSCs peuvent ainsi constituer des progéniteurs endothéliaux capables de se différencier p:
une voie de signalisation dépendante kB kinase (IKK[B) mais indépendante du VEGF (154).
L'importance de ces cellules dans la vascularisation des tumeurs est appuyée par des travau
supplémentaires montrant que des CSCs ovariennes retrouvées dans le liquide d’ascite et exprimar
CD133 ne montrent pas de capacités tumorigenes mais contribuent a I'angiogenése tumorale (155).

L’étude des voies de signalisation cellulaires activées dans les cellules tumorales ovariennes e
potentiellement impliquées dans I'angiogenése tumorale a mis en évidence I'importance de I'axe
PI3K/Akt. En effet, une sécrétion de VEGF dépendante d’Akt3 par les cellules tumorales ovariennes
contribue au recrutement de cellules progénitrices endothéliales par I'augmentation de I'expression

d’inhibitor of DNA binding 1 (Id1), facteur impliqué dans le recrutement de ces cellules (156, 157).

2.5.3.VEGF et autres facteurs pro-angiogéniques

Parmi les facteurs pro-angiogéniques, le VEGF est une molécule clé dont I'importance dans le
cancer ovarien a été largement décrite précédemment (partie 2.2.2). Cette molécule est exprimée dar
70% des cancers ovariens et sa concentration dans le sérum et le liquide d'ascite est corrélée avec
progression de la maladie, son stade et la réponse a la chimiothérapie (158, 159). La production d
VEGF est associée a la formation de liquide d’ascite et constitue un marqueur de leur malignité (160,
161).

L’expression des récepteurs au VEGF n’est pas restreinte aux cellules endothéliales. En effet, les
cellules tumorales ovariennes expriment le VEGFR-1 et/ou le VEGFR-2 et 85% des tumeurs
ovariennes montrent une forte expression du VEGFR-2. L’activation de ce récepteur est liee au
mécanisme angiogénique mais aussi a l'activation des cellules tumorales ovariennes. En effet,
I'inhibition du VEGFR-2 entraine une diminution de la migration et de linvasion des cellules

tumorales ovariennem vitro et une diminution de la croissance tumoralevivo. Cet effet peut
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s’expliquer par une diminution de la vascularisation tumorale, de la prolifération cellulaire et une
augmentation de I'apoptose (162).

Bien que le VEGF constitue la cytokine pro-angiogénique la plus largement étudiée, de nombreux
autres facteurs sont capables de réguler la formation de nouveaux vaisseaux au sein des tumeurs. No
avons notamment décrits précédemment I'implication de I'lL-6, de I'IL-8, du @Nfe+ de certaines
molécules de la MEC dans I'angiogenese tumorale ovarienne (parties 2.2 et 2.3). Cependant, I'étude d
I'implication de facteurs tels que MIF ou I'ephrin receptor A2 (EphA2) dans I'angiogenese montre la
régulation complexe de ce phénomene.

En effet, MIF est surexprimé dans certaines lignées tumorales ovariennes, les tumeurs ovarienne
et le liquide d’ascite. La déplétion de cette chimiokine entraine une diminution de la vascularisation
des tumeurs ovariennes et une diminution de la proportion de cellules endothéliales dans le liquide
d’ascite. Les effets pro-angiogéniques de MIF pourraient étre indirects, par la stimulation de facteurs
tels que le VEGF, I'lL-6 ou le TNIe- (163).

EphA2 est un récepteur a activité tyrosine kinase surexprimé dans 76% des cancers ovariens
associé aux stades avanceés et aux tumeurs de haut grade. Sa surexpression dans les cellules tumor:
ovariennes et les cellules endothéliales est corrélée a I'expression de protéines telles que MMP-2

MMP-9 et MT1-MMP, fortement impliquées dans I'angiogenese et les processus d’invasion (164).

2.5.4.Matrice extracellulaire et angiogenese

La dynamique de la MEC et de I'angiogenese sont des processus intimement liés, notamment dan
le cancer ovarienHgure 9). Dans un modéle de dissémination péritonéale, proche des observations
cliniques réalisées dans le cancer ovarien, il a été montré que le VEGF active la MMP-2 (165). De
plus, la sécrétion de VEGF par les cellules tumorales ovariennes entraine une synthése de MMP-9 pe
des cellules stromales telles que les cellules endothéliales (166). Parmi les autres protéines régulatrice
de la MEC, MMP-1 peut induire I'angiogenése tumorale par l'activation du protease activated
receptor-1 (PAR-1) et une augmentation de la sécrétion d’IL-8 et dedGR0ssi appelé GRO-1) par

les cellules tumorales ovariennes (167).

2.5.5.Importance du microenvironnement dans I'angiogenése

La production de facteurs pro-angiogéniques est régulée par I'organisation tridimensionnelle des
cellules tumorales ovariennes et leur microenvironnement. En effet, la production de cytokines telles
que I'IL-8 et le VEGF est augmentée dans des lignées tumorales ovariennes quand ces derniéres so
organisées en sphéroides par rapport a une culture en monocouche (168). De plus, le niveau de VEG
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et de FGF-2 est significativement plus élevé dans le plasma de souris porteuses de tumeurs
intrapéritonéales comparé a des souris portant des tumeurs sous-cutanées montrant I'importance d
microenvironnement péritonéal dans la vascularisation des tumeurs ovariennes (169).

De nombreux types cellulaires sont capables de moduler les processus angiogéniques, notammel
par la sécrétion des facteurs décrits précédemment, et peuvent ainsi agir sur la progression tumoral
ovarienne. Ces régulations seront présentées dans les parties suivantes concernant I'importance

chacun des types cellulaires dans le microenvironnement tumoral ovarien.

2.5.6.Traitement anti-angiogénique dans le cancer ovarien

Comme nous l'avons vu en premiére partie de ce manuscrit, peu de nouveaux traitements on
apporté un réel bénéficie thérapeutique dans le traitement du cancer ovarien depuis I'introduction des
sels de platine. L'intérét croissant porté a I'inhibition de I'angiogenése dans le cancer et I'arrivée de la
premiere molécule anti-angiogénique, le bevacizumab, ont permis d’ouvrir un nouvel espoir
thérapeutique. Ainsi, comme nous I'avons largement décrit (partie 1.8), l'utilisation de cet anticorps
monoclonal dirigé contre le VEGF permet d’induire une augmentation de la survie sans progression
des patientes atteintes d’'un cancer ovarien mais ne modifie par la survie globale. L'arrivée de
nouvelles molécules anti-angiogéniques et leur utilisation en combinaison avec des chimiothérapies
conventionnelles permettent d’envisager une amélioration de la prise en charge des cancers de I'ovair
(27).

2.6.Cellules souches mésenchymateuses (MSCs)

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) sont caractérisées par leurs capacités d’aut
renouvellement, d’adhérence au plastique, I'expression de marqueurs tels que CD73, CD90, CD105 e
la possibilité de se différencier en plusieurs types cellulaires dont les adipocytes, les chondrocytes oL
les ostéocytes. Initialement retrouvées dans le stroma de la moelle osseuse, ces cellules multipotentse
adultes sont également présentes dans de nombreux tissus tels que les muscles, le sang, le cerveau
encore le tissu adipeux (170).

Les MSCs sont connues entre autres pour aider a la formation d’une niche hématopoiétique, pou
leur rdle immunosuppresseur et pour leurs capacités a réparer des tissus endommageés. En ce sens, |
cellules représentent un outil de choix pour la reconstruction tissulaire (os, cartilage, muscle, etc...)
(170).

De par leur tropisme vers les tumeurs et leur faible immunogénicité, ces cellules constituent

également d’excellents vecteurs pour l'introduction de génes thérapeutiques. En effed, diaogt
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montré quein vitro, les MSCs modifiées pour exprimer I'endostatine, un facteur anti-angiogénique
migrent vers les cellules tumorales ovariennes SKOV-3. L’endostatine inhibe alors la prolifération de
ces cellules et active leur apoptose (171). Plus récemment Zhangnt utilisé des MSCs dérivées

de placenta humain modifiées pour délivrer cette méme endostatine au sein de tumeurs ovarienne
chez la souris. Les MSCs migrent alors préférentiellement au sein des tumeurs réduisant leur volume €
leur vascularisation sans toxicité apparente (172).

Malgré un intérét thérapeutique potentiel de ces cellules dans le traitement des cancers ovariens
les études concernant les effets de MSCs dans la progression tumorale demeurent préoccupantes. Alc
que des données montrent des effets anti-tumoraux des MSCs dans certains types de cance
(lymphome, leucémies, etc...), de nhombreux travaux mettent en évidence des capacités pro-tumorale
de ces cellules (173). Karnogbal. montrent notamment que dans le cancer du sein, les interactions
entre les MSCs et les cellules tumorales entrainent une augmentation de la sécrétion de CCL5, aus:
appelée RANTES, résultant en une tres forte augmentation de la dissémination métastatique (174). |
est donc nécessaire de connaitre les effets des interactions entre les cellules tumorales ovariennes et
MSCs et les conditions associées afin de déterminer la possibilité d'utiliser sans risque ces cellules
comme vecteurs dans le traitement du cancer ovarien.

Les cellules tumorales ovariennes sont capables de modifier leur propre microenvironnement en
agissant directement sur les MSCs. En effet, par la sécrétion de LPA, les lignées tumorales ovarienne
SKOV-3 et OVCAR-3 peuvent activer I'expressiomeé5MA et de SDF-1 dans les MSCs dérivées du
tissu adipeux. Ces cellules se différencient alors en CAFs dont nous avons précédemment décrits le
effets pro-tumoraux (partie 2.4.2) (175). Le SDF-1 sécrété par les MSCs permet d’augmenter la
résistance des cellules tumorales ovariennes au traitement par hyperthermie (42°C) qui constitue I'une
des indications thérapeutiques de référence dans le traitement du cancer ovarien (176). Des travau
récents ont montré, dans des modeles tridimensionnels de membranes amniotiques, que ces cellule
activent la migration et I'invasion des cellules tumorales ovariennes par la sécrétion d’IL-6 (177).

De nombreuses équipes discutent de I'existence, au sein de la tumeur, de MSCs présentant u
phénotype particulier, les MSCs associés au cancer (CA-MSCs). A titre d’exemple, Mthbamt
isolé des CA-MSCs a partir de tumeurs ovariennes. Ces cellules présentent une morphologie et de
capacités de différenciation de MSCs normales mais possédent des différences moléculaires. Elle:
expriment notamment les bone morphogenetic protein (BMP) 2, 4 et 6 responsables d'une
augmentation de la croissance tumorale comparé aux effets des MSCs « normales » (178).

Finalement, il a récemment été montré que des MSCs issues de cordon ombilical ne se
différencient pas en CAFs au contact de cellules tumorales ovariennes contrairement aux MSCs issue
de la moelle osseuse (179). Ces données mettent en évidence la forte hétérogénéité de ces cellules

I'importance de leur origine dans la progression tumorale.
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Bien que les études concernant les interactions entre les MSCs et les cellules tumorales ovarienne
soient peu nombreuses, celles-ci mettent globalement en avant un effet pro-tumoral de cette
associationKigure 10). Il est donc indispensable de connaitre les conditions pour lesquelles les MSCs
favorisent la progression tumorale ovarienne avant d’'imaginer l'utilisation de ces cellules comme outil

thérapeutique dans le cancer ovarien.
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Figure 10 : Rbles des MSCs et des adipocytes dans le microenvironnement tumoral ovarien

Schéma non exhaustif du réle des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) et des adipocytes da
le microenvironnement tumoral ovarien. Les MSCs peuvent favoriser la résistance des cellules

tumorales ovariennes a I'hyperthermie par la sécrétion de SDF-1. Sous l'effet du LPA, les| MSCs

peuvent se différencier en fibroblastes associés au cancer (CAFs). De plus, des MSCs aspociés a
cancer (CA-MSCs) peuvent étre retrouvées dans le stroma ovarien et favoriser la croissance ftumorale
par la sécrétion de BMPs. Les adipocytes présents au niveau de I'omentum sont capables d'activer |z
croissance tumorale par la sécrétion d’acides gras et de favoriser le processus métastatique par |
sécrétion d’adipokines

2.7.Adipocytes

L’'omentum, ou épiploon, est une structure péritonéale correspondant a deux feuillets accolés
recouvrant les intestins (grand omentum) et s’étendant de I'estomac au foie (petit omentum). Cette
structure, principalement composée d’adipocytes, forme un tablier graisseux constituant le site
préférentiel des métastases dans le cancer ovarien. Cette constatation souligne l'importance de

adipocytes dans le microenvironnement tumoral ovarien (180). De plus, une méta-analyse récente
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semble indiquer, malgré une forte hétérogénéité entre les études, que I'obésité est corrélée a une surv
plus faible des patientes atteintes d’'un cancer ovarien (181).

Les adipocytes sont capables induire le recrutement de cellules tumorales ovariennes par lg
sécrétion de cytokines telles que I'lL-6, I'lL-8, MCP-1, tissue inhibitor of metalloproteinases-1
(TIMP-1) et l'adiponectine. De plus, les adipocytes seraient capables de transférer des lipides vers les
cellules tumorales ovariennes la protéine fatty acid-binding protein 4 (FABP4), fournissant ainsi de
I'énergie a la tumeur permettant sa croissance accélérée (180).

Bien que les adipocytes aient été considérés par le passé comme de simples cellules stockant e
lipides, leur implication dans le microenvironnement tumoral est maintenant éviBientee(10). Le
nombre d'études concernant le role des adipocytes dans la progression tumorale ovarienne est tre

faible mais se révele étre une voie de recherche prometteuse.

2.8.Cellules mésothéliales

La cavité péritonéale ainsi que les organes qui la composent sont tapissés par une monocouche c
cellules mésothéliales dont les roles physiologiques sont, entre autres, de favoriser le mouvement d
liquides péritonéaux ou la présentation d’antigénes (182). Dans un contexte tumoral, ces cellules son
capables de réguler I'adhésion et la motilité des cellules tumorales ovariennes, de sécréter de:
cytokines et des facteurs de croissance, et d’établir un dialogue avec les cellules tumorales ovariennes

Les cellules mésothéliales expriment plusieurs molécules d’adhésion cellulaire et de la MEC et
constituent en ce sens un régulateur majeur de l'adhésion et de la motilité des cellules tumorales
ovariennes dans le péritoine. Elles expriment notamment I'acide hyaluronique dont les roles dans
I'activation de I'adhésion des cellules tumorales ont été décrits précédemment (partie 2.3.1). De plus,
les cellules mésothéliales, en partie par la sécrétion de fibronectine, induisent la motilité des cellules
tumorales ovariennes et ainsi leur dissémination dans le péritoine (183). Dans la cavité péritonéale, le:
cellules tumorales forment des agrégats et sont organisées dans une structure en trois dimensior
appelée « sphéroide ». Cette structure est souvent considérée comme non-adhésive mais pourrait
réalité adhérer aux cellules mésothéliales via la liaison a l'integin@ ).

Dans des travaux récents, Keratyal. ont développé un modéle d’'omentum en trois dimensions
constitué de MEC, de fibroblastes humains et de cellules mésothéliales humaines afin d’étudier le
processus meétastatique dans le cancer ovarien. lls montrent que les cellules mésothéliales d
I'omentum sont capables d’inhiber 'adhésion et I'invasion de lignées tumorales ovariennes par contact
cellulaire et pourraient ainsi agir comme barriére protectrice contre l'invasion du tissu sous-jacent par

les cellules tumorales (185). Ces données s’opposent aux résultats précédents qui montraient I'étud
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des cellules mésothéliales en deux dimensions et mettent en avant la nécessité d’étudier ces cellule
dans leur contexte microenvironnemental.

Les cellules mésothéliales sont capables de produire de I'lL-6 (186) et du LPA (187),
précédemment décrits (partie 2.2) comme activant la progression tumorale ovarienne en agissant st
les capacités d’adhésion, de migration et d’invasion des cellules tumorales ou encore en activani
'angiogenése. Sous l'effet de I'lL-1, les cellules mésothéliales sécrétent du basic fibroblast growth
factor (FGF-2) impliqué dans la prolifération cellulaire et I'angiogenese (188). De plus, les cellules
inflammatoires et les macrophages résidant au niveau du péritoine sécretent deddtivafit les
cellules tumorales ovariennes ainsi que les cellules mésothéliales qui en réponse produisent du VEGI
(189). Les interactions entre les cellules tumorales et les cellules mésothéliales sont responsables d’un
production de MCP-1, uPA, PGEt isoprostane-8, impliqués dans la progression tumorale (51).

Le microenvironnement tumoral ovarien présente gésificités liées a la cavité péritonéale. En
effet, les cellules mésothéliales qui la composent sont capables de réguler la progression tumorale
ovarienne, notamment pendant le processus de dissémination métastatique. Ce type cellulaire, ains
gue les interactions qu’il peut établir avec d’autres cellules du microenvironnement est donc a prendre

en compte dans I'établissement de modéles de stroma ovarien.

2.9.Cellules immunitaires

2.9.1.R6le ambivalent du systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est principalement constitadeucocytes (ou globules blancs) dont le
réle est de protéger I'organisme contre le «non soi », a savoir les pathogenes (virus, bactéries
parasites), les molécules et cellules étrangéres mais aussi contre les cellules tumorales. La répons
immunitaire peut étre divisée en deux étapes distinctes :

* Innée (non spécifique) : composée entre autres des monocytes, macrophages et neutrophiles.

« Acquise (spécifique) : composée entres autres des cellules dendritiques, lymphocytes CD8

(cytotoxiques), lymphocytegy, lymphocytes CD4régulateurs (Tregs) et lymphocytes CD4
auxiliaires (helper, Th).

Bien que le systéeme immunitaire soit capable de détruire les tumeurs en formation, celles-ci
peuvent détourner les cellules immunitaires de leur rble premier et créer un microenvironnement pro-
tumoral. La composition et le phénotype des différentes cellules du systéeme immunitaire au sein de g
tumeur définissent un équilibre qui tend vers des effets anti ou pro-tumoraux (190).

A un stade avancé, le cancer ovarien se définit par une dissémination péritonéale souvent

caractérisée par la présence de liquide d’ascite. Comme nous I'avons décrit précédemment, I'ascite es
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composée de nombreux facteurs solubles mais aussi de cellules immunitaires mettant ainsi en avar
I'importance de I'immunité dans le microenvironnement tumoral ovarien.

La composition en cellules immunitaires, et notamment en lymphocytes, difféere selon le stade du
cancer ovarien et permet d’établir des hypothéses quant au pronostic des patientes. En effet, Zhang
al. ont montré que la présence de lymphocytes T ‘OQ@@rqueur de tous les lymphocytes T) est
corrélée avec une meilleure survie des patientes atteintes d'un cancer des ovaires (191). Plu:
récemment, Fialovet al. ont étudié la composition en cellules immunitaires infiltrant les tumeurs chez
des patientes a différents stades. Les stades précoces (I) sont ainsi caractérisés par une forte répor
Th17 suivie par un recrutement de cellules Thl au stade Il. Dans les stades avancés (lll et 1V), des
lymphocytes T régulateurs exprimant Helio (facteur de transcription spécifigue de la lignée
hématopoiétique impliqué dans la régulation du développement des lymphocytes) et une forte quantite
de cellules dendritiques et de monocytes/macrophages sont retrouvés (192). Finalemest, dliine
ont montré que le nombre « absolu » de lymphocytes (circulant dans le sang périphérique) mesuré al
moment du diagnostic est associé au pronostic et a I'agressivité des tumeurs mais pas avec le nombi
de lymphocytes T CD8nfiltrants (193).

Il est essentiel de connaitre les fonctions (anti ou pro-tumorales) des différentes cellules
immunitaires présentes dans le microenvironnement tumoral ovarien afin de définir de nouvelles

thérapeutiques agissant sur I'immunité.

2.9.2.Lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T CD8 ou lymphocytes T cytotoxiques, sont des cellules spécialisées dans la
destruction des cellules infectées par des virus ou des cellules anormales telles que les cellule:
tumorales. Elles sécrétent la perforine, permettant la formation de pores dans la membrane plasmiqu
des cellules cibles, et la granzyme, qui active les caspases entrainant ainsi la mort cellulaire pal
apoptose.

Les lymphocytes T CD8reconnaissent a la surface des cellules tumorales des antigénes
correspondant a des cellules du «non soi». Les lymphocytes T @p8sentent ainsi une
« barriére » anti-tumorale. En effet, il a été mis en évidence que les lymphocytein@dants les
tumeurs ainsi qu’un haut ratio CB§mphocytes T régulateurs sont corrélés avec un bon pronostic
chez les patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire (194, 195).

Comme nous l'avons précédemment discuté, les cellules souches cancéreuses (CSCs) ovarienn:
constituent 'une des problématiques majeures dans le cancer ovarien de par leur résistance au
chimiothérapies conventionnelles. Des travaux récents montrent que l'activation de lymphocytes T

cytotoxiques par des cellules dendritiques fusionnées avec des CSCs ovariennes permet la destructic
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de ces dernieres. En effet, les lymphocytes ainsi activés sécretent de I'Intgrfiéridny) permettant
d’activer la mort des CSCs exprimant le marqueur souche CD44. La clé de linhibition de la
chimiorésistance et de la récidive dans le cancer ovarien pourrait donc passer par l'utilisation des

lymphocytes T cytotoxiques activés en association avec des chimiothérapies conventionnelles (196).

2.9.3.Lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont une population de cellules responsables de la toléranc
immune aux antigénes du soi et de linactivation du systéme immunitaire par leurs fonctions
immunosuppressives. Ces cellules participent ainsi a I'équilibre du systeme immunitaire en inhibant
d’autres cellules T effectrices. Pemrgal. ont reccemment fait la revue des populations de Tregs
présentes dans le cancer ovarien et ont discuté des applications potentielles de ces cellules en cliniqu
La dynamique de ces cellules (phénotype, prolifération, migration) est fortement liée aux régulations
par le microenvironnement et les cellules tumorales (197).

Comme décrit précédemment (partie 1.5), il existerait deux sous-populations de cellules
cancéreuses ovariennes, les cellules souches cancéreuses (type 1) et les cellules cancéreus
différenciées (type Il). Ces derniéres sont capables d’augmenter la production de Tregs, créant ainsi ul
microenvironnement immunologiquement « tolérant » empéchant une réponse immunitaire (17). Les
Tregs favoriseraient ainsi la formation d’'un microenvironnement pro-tumoral.

En effet, la présence d’'un nombre important de ces cellules dans la tumeur est corrélée avec ul
mauvais pronostic chez les patientes atteintes d’'un cancer ovarien. Ces Tregs, caractérisés pe
I'expression de CD4, CD25 et FoxP3, peuvent étre recrutés par la chimiokine CCL12 sécrétée par les
cellules cancéreuses ovariennes et les macrophages environnants (198).

Cibler les Tregs constitue une stratégie potentiellement efficace pour traiter le cancer ovarien. Ces
cellules faisant partie d’'un réseau complexe au sein du microenvironnement, il faudra déterminer les

conditions nécessaires a leur reprogrammation (197).

2.9.4.Lymphocytes T auxiliaires

Les lymphocytes T auxiliaires (T helper ou Th) sont des cellules T naives, exprimant CD4 et
activées par les cellules présentatrices d’antigenes (CPAs). Ces cellules peuvent étre divisées e
différents sous-types : Thl, Th2 et Th17, obtenus selon I'environnement cytokinique et les interactions
avec les CPAs. Toutes ces cellules sont des activateurs du systeme immunitaire mais different pas leL

production de cytokine et leurs cellules cibles.
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Les cellules Thl sécretent de I'IlRN-du TNFea et sont responsables de l'activation des
lymphocytes T cytotoxiques (CDBou des macrophages anti-tumoraux. Au contraire, les cellules Th2
sont caractérisées par la sécrétion d’'IL-4, I'activation des TAMs abordés ultérieurement et donc de la
progression tumorale (199). Méme si aucun lien direct entre les cellules Th2 et le cancer ovarien n’a
éte établi, certaines des cytokines produites par ces cellules sont retrouvées dans l'ascite et leu
présence est corrélée avec un mauvais pronostic pour les patientes (200).

Les cellules Th17, sécrétant I'lL-17, sont connues pour présenter des effets anti et pro-tumoraux et
pour interagir avec les Tregs (201). Ces cellules sont également présentes dans les tumeurs ovarienn
et leur expansion pourrait étre due a la sécrétion de cytokines par les CPAs associées aux tumeurs
les cellules tumorales ovariennes (202). De plus, il a été montré que I'lL-2 peut entrainer la conversion
de Tregs associés au cancer en cellules Thl7 (203). Comme nous l'avons décrit précédemment
Fialovaet al. ont montré une forte réponse immune des cellules Th17 aux stades précoces du cance
des ovaires. Des données récentes indiquent qu’une forte densité de cellules productrices d’IL-17 es
corrélée avec la présence de macrophages associés aux tumeurs (TAMs) et un bon pronostic chez I
patientes atteintes d’'un cancer ovarien (204). Bien que la présence des lymphocytes Thl7 ait éte
confirmée dans le cancer ovarien a différents stades, les effets spécifiques de ces cellules sur |
progression tumorale doivent étre établis. Il en est de méme pour les cellules Thl et Th2 dont les roles
dans le cancer ovarien sont trés peu connus.

La place des lymphocytes T auxiliaires dans le microenvironnement tumoral ovarien reste donc a

définir afin de déterminer leurs potentiels effets anti ou pro-tumoraux.

2.9.5. Lymphocytesyd

Les Lymphocytegd sont des lymphocytes T CD8xprimant un T cell receptor (TCR) avec des
chainesy et & par opposition aux lymphocytes T « conventionnels » présentant un TCR avec des
chainesa et 3. Ces cellules non conventionnelles constituent un faible pourcentage parmi les
lymphocytes T, agissent dans I'immunité innée et acquise et montrent des fonctions anti-tumorales. Er
effet, ces cellules sont capables de réduire la prolifération des cellules souches cancéreuses ovarienn
et d'augmenter leur apoptose et leur sensibilité¢ a la chimiothérapie (cisplatine et pachitaia!)
production d’IL-17 (205).

Bien que ces cellules soient peu étudiées dans le cancer ovarien, les lympydpgesaient

jouer un réle en perspective d’une immunothérapie associée a des chimiothérapies classiques.
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2.9.6.Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules présentatrices d’antigenes responsables dt
I'activation des lymphocytes T pendant I'immunité adaptative et peuvent étre divisées en deux sous-
catégories : myéloides (mDCs) et plasmacytoides (pDCs).

L’équilibre de ces DCs est modifié au sein de la tumeur, permettant une modification de son
immunité. En effet, Wekt al. ont montré I'existence de pDCs associées aux tumeurs ovariennes
capables d’'induire une immunosuppression des lymphocytes T QD®).

Des données récentes mettent en évidence un role des DCs dans la vascularisation des tumeu
ovariennes avec des effets opposés selon le sous-type dendritique. Les tumeurs ovariennes pourraie
exclure les mDCs présentant des propriétés anti-angiogéniques et recruter les pDCs qui activen
I'angiogenese par la sécrétion de ThiFet d’'IL-8 (207). De plus, des DCs infiltrants les tumeurs
(exprimant CD11 et DEC205) peuvent acquérir des caractéristiques de cellules endothéliales et de
péricytes telles que I'expression de SMA et de VEGF-A, participant ainsi a la maintenance du réseau
vasculaire. La déplétion de ces DCs entraine une apoptose vasculaire, une nécrose tumorale, sensibili
les cellules tumorales ovariennes au topotécan et active I'immunité anti-tumorale (lymphocytes T
cytotoxiques) (208).

Les pDCs présentent une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle selon leur localisation dan:s
le microenvironnement tumoral ovarien. En effet, les pDCs provenant de I'ascite ont des fonctions pro-
inflammatoires tandis que les DCs associées aux tumeurs sont immunosuppressives et corrélées ave
un rechute précoce et un mauvais pronostic (209, 210).

Alors qu’initialement, les DCs étaient décrites comme impliquées exclusivement dans I'immunité,
les données récentes montrent que ces cellules activent la progression tumorale ovarienne, en agisse

notamment sur I'angiogenese.

2.9.7.Neutrophiles

Parmi les cellules phagocytaires, les neutrophiles sont des cellules circulantes spécialisées dans |
défense de I'hbte contre les microorganismes étrangers. Cependant, bien que ces cellules aient é
initialement connues pour leurs fonctions bactéricides, I'intérét des neutrophiles dans un contexte
tumoral est croissant. Ces cellules peuvent étre retrouvées sous deux sous-types : les neutrophiles N
présentant des fonctions pro-inflammatoires et anti-tumorales, et les neutrophiles N2 avec des
propriétés pro-tumorales et immunosuppressives.

Les neutrophiles associés aux tumeurs (TANS) ont un phénotype distinct et peuvent présenter de
caractéristiques N1 ou N2 selon le contexte tumoral (211, 212). A ce jour, aucune étude portant sur le

réle direct des TANs dans la progression tumorale ovarienne n’a été menée. Cependant, nous avon
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précédemment décrits les résultats de éteal. montrant que la production d’IL-8 par les cellules
tumorales ovariennes est responsable d’'une diminution de la croissance tumorale due en partie a u
recrutement de neutrophiles (80).

L’intérét croissant porté sur la possibilité d’agir sur 'immunité afin de mettre en place de
nouvelles thérapeutiques dans le cancer ovarien met en évidence la nécessité d’étudier le rble de

neutrophiles dans cette pathologie.

2.9.8.Macrophages

Les monocytes et les macrophages sont des leucocytes dérivés de progéniteurs myéloides localis
dans la moelle osseuse. Aprés maturation, les monocytes sont retrouvés dans la circulation sanguine
partir de laquelle ils peuvent migrer vers différents tissus par extravasation et se différencier en
macrophages. Le recrutement des macrophages est permis par la libération de chimiokines telles qu
I'IL-1 et le TNF-a par les cellules sentinelles résidents dans les tissus, en réponse a une infection par
un pathogene ou un phénomene inflammatoire.

Les macrophages sont des acteurs majeurs de la régulation des processus tumoraux. Selon
contexte microenvironnemental (cytokines, interactions avec les autres cellules) ou le stade tumoral,
les macrophages peuvent acquérir des phénotypes distincts, appelés M1 et M2 (2EGRH2ES) 1).

Les macrophages M1 correspondent a une activation dite « classique », induite par des cytokine:
telles que I'lFNy, le TNF, le granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) ou une
stimulation pathogénique. Ces cellules, caractérisées par la production d’IL-12, IL-6, IL-1 et TNF-
sont spécialisées dans la défense de I'h6te contre les microorganismes et présentent une activité an
tumorale (213, 215).

Les macrophages M2 issus d’'une activation « alternative » partagent un phénotype commun
représenté par une forte production d’IL-10 et une absence de sécrétion d’lIL-12 (213). Malgré des
caractéristiques communes, ces cellules peuvent étre divisées en 4 phénotypes distincts selon let
signal d’induction : M2a (IL-4 et IL-13), M2b (ligands des toll like receptors (TLRS) et de I'lL-1R),
M2c (IL-10) et M2d (leukemia inhibitory factor (LIF) et IL-6) (216). Bien que chaque sous-type
présente ses fonctions propres, les macrophages M2 jouent globalement des roéles dans la réparatic
des tissus, le remodelage de la MEC et activent la progression tumorale (213).

Bien que les définitions difféerent selon les équipes, de nombreux travaux s’accordent a montrer
qgue les TAMs présenteraient un phénotype comparable aux macrophages M2 avec de fortes capacite
immunosuppressives. La majorité des travaux indique que la présence de TAMs dans les tumeurs es
corrélée avec un mauvais pronostic pour les patients et que ces cellules sont capables d’agir a tous I

niveaux de la progression tumorale. En effet, les TAMs favorisent la croissance et I'invasion tumorale,
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I'angiogenese, 'immunosuppression, la chimiorésistance et les processus métastatiques (29, 217, 218
Il convient ainsi de définir 'importance relative des macrophages dans le microenvironnement tumoral

ovarien.

Figure 11 : Différentes populations de macrophages

Les macrophages peuvent étre divisés en deux catégories, M1 et M2, différenciées par leurs|signaux
inducteurs et leurs fonctions au sein de I'organisme. Les macrophages M1 (activation classiquie) sont
caractérisés par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dont I'lL-12 et une forte agtivité
microbicide et anti-tumorale. Les macrophages M2 (activation alternative) sont caractérisés par une
forte production d’'IL-10 mais une faible sécrétion d’IL-12. Bien que les macrophages M2 goient
divisés en 4 sous-types (M2a, M2b, M2c et M2d) différenciés par leurs signaux inducteurs gt leur
profil de sécrétion, ces cellules partagent des fonctions immunosuppressives, de remodelage de le
MEC et une activité pro-tumorale. Les macrophages M2d sont considérés comme le phénatype le
plus proche des TAMs.

IL-1RA : IL-1 récepteur antagoniste, ILT3 : immunoglobuline-like transcript 3.

Les cellules tumorales ovariennes sont capables de réguler I'activité des macrophages et de le
différencier en un phénotype TAM visible par I'expression du récepteur mannose et des récepteurs
scavenger (219). Récemment, des travaux appuient ces résultats et montrent que la présence de LI
IL-6 et M-SCF dans le liquide d’ascite de patientes atteintes d'un cancer ovarien entraine la
différenciation des macrophages dans un phénotype M2d, proche des TAMs (216) eAdyeront
nous avons préecédemment décrit les résultats, montrent que les deux sous-populations de cellule
tumorales ovariennes, souches et différenciées, sont respectivement capables d’induire la

différenciation des macrophages dans un profil réparateur des tissus tumoraux ou un profil
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immunosuppresseur (17). L'ensemble des travaux énoncés montre que les tumeurs ovariennes ain:
que leur microenvironnement, notamment le liquide d’ascite, sont capables de polariser les
macrophages dans un phénotype pro-tumoral.

En retour, les macrophages ainsi activés sont capables d’agir sur les cellules tumorales ovarienne
et la progression tumorale. En effet, les TAMs sont capables d’activer I'invasion des cellules tumorales
ovariennewia les voies de signalisation du TNE-du NFkB et de la c-Jun N-terminal kinases (JNK)

(219, 220) De plus, les travaux de Takaighial. montrent que les interactions entre des macrophages
M2 et les cellules tumorales ovariennes SKOV-3 sont responsables d'une activation de Signal
transducer and activator of transcription 3 (Stat3), protéine impliquée dans la progression tumorale,
dans ces deux types cellulaires (221). Les macrophages, potentiellement par la sécrétion de VEGF
favorisent la production de liquide d’ascite et la dissémination métastatique dans le péritoine de souris
(222).

Au sein du microenvironnement tumoral ovarien, les macrophages sont également capables d’agi
sur la régulation des cellules immunitaires. En effet, les macrophages, tout comme les cellules
tumorales ovariennes, entrainent la migration de Tregs vers la tumeur par la sécrétion de macrophage
derived chemokine (MDC), suppriment 'immunité médiée par les lymphocytes T et contribuent a
'augmentation de la croissance tumorale (198). D’autres études montrent également un réle de ce:
macrophages sur la régulation des cellules T. Il a notamment été montré qu'une sous-population de
macrophages présents dans le stroma des tumeurs ovariennes et exprimant la molécule co-stimulatric
B7-H4 réduit la prolifération et la production de cytokines des cellules T. Ces macrophages agissent
ainsi comme des régulateurs négatifs de I'immunité T et leur présence est corrélée avec le nombre d
Tregs infiltrant les tumeurs et un mauvais pronostic pour les patientes atteintes d’'un cancer ovarien
(223, 224).

La découverte récente dans le liquide d'ascite de cytokines permettant la différenciation des
macrophages en sous-type M2d dont le phénotype est proche des TAMs combiné au role clé de ce
cellules dans le microenvironnement fait de leur inhibition un enjeu thérapeutique majeur dans le

traitement du cancer ovarien.

2.10.Conclusion

Depuis une décennie, un intérét croissant est gotée microenvironnement. Il est maintenant
clairement établi que I'accumulation de mutations dans une cellule n'est pas suffisante au
développement d’'une tumeur et gqu’'un microenvironnement activé est nécessaire a I'apparition d’'un

cancer.
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Comme nous l'avons vu au cours de cette deuxieme partie, le microenvironnement tumoral
ovarien, majoritairement péritonéal, est extrémement varié. Tout d’abord, la grande richesse de
facteurs protéiques et lipidiques contenus dans le liquide d’ascite et sécrétés par les cellules tumorale
ovariennes et les cellules stromales contribue a la formation d’'un microenvironnement pro-
inflammatoire. Ces facteurs, combinés aux interactions établies avec les cellules tumorales, permetten
aux cellules stromales normales de voir leur phénotype modifié. Le microenvironnement tumoral
ovarien est ainsi riche en CAFs, CA-MSCs, TAMs et autres cellules propres a l'activation par des
cellules tumorales. De plus, la cavité péritonéale, lieu de la dissémination des cellules tumorales
ovariennes, permet l'interaction de ces derniéres avec le mésothélium, riche en adipocytes, cellules
mésothéliales et composants de la matrice extracellukigareé 12) (Annexe 3).

Le microenvironnement tumoral favorise la progression tumorale ovarienne en agissant sur la
croissance, I'angiogenése et le potentiel métastatique des tumeurs. De plus, la bibliographie est rich
en données indiquant limportance du stroma dans ['établissement d'une chimiorésistance,
problématique clé dans le cancer ovarien. La découverte de nouvelles cibles thérapeutiques
notamment au niveau du microenvironnement, permettra d’améliorer la prise en charge des patiente:
atteintes d’'un cancer des ovaires.

C’est dans ce contexte que le laboratoire s’est intéressé a un type cellulaire original du stroma
ovarien, les Hospicells, dont les réles se situent aussi bien dans I'activation de la croissance tumoralg

et de I'angiogenése que dans I'établissement d’une chimiorésistance.

La revue des données connues a ce jour sur les Hospicells fera I'objet de la troisieme et derniére

partie de cette introduction bibliographique.
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3. Hospicells

3.1.Découverte et isolation

En 2007, Arash Rafii et Massoud Mirshahi isolent des agrégats cellulaires a partir de liquide
d’ascite de patientes atteintes d’'un cancer ovarien de stade Il et naives de tout traitement
chimiothérapeutique (7). Les observations microscopiques réalisées sur ces agrégats montrent |;
présence de cellules stromales présentant une forte affinité pour les sphéroides de cellules tumorale
(Figure 13A et B). Bien que fortement associées aux agrégats, ces cellules présumées mesothéliales
(exfoliées pendant la dissémination métastatique) peuvent étre dissociées apres 10 a 15 jours de mis
en culture Figure 13C) puis clonées par dilution limite (Brevet FR0756077). Ces cellules stromales

interagissant fortement avec les cellules tumorales ovariennes ont été appelées Hospicells.

Figure 13 : Observations microscopiques d’'agrégats cellulaires isolés a partir de liquide d’ascite

Observations réalisées en microscopie optique sur du liquide d’ascite isolé a partir de patientes
atteintes d’'un cancer ovarien de stade All. Agrégats cellulaires isolés a partir de liquide d’ascite
(x40). B: Agrégats cellulaires ensemencés sur boite de culture (x4@Me€agrégation progressive ge
cellules stromales d’aspect pseudo-fibroblastigue fortement associées aux cellules tumorales
ovariennes, les Hospicells, aprés 10 jours de culture (x20).
Images provenant de Rafii, A., Mirshahi, P., Poupot, M., Faussat, A. M., Simon, A. et.al. Oncolqggic
trogocytosis of an original stromal cells induces chemoresistance of ovarian tumours. PLoS Ong 2008.
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3.2.Phénotype des Hospicells

D’un point de vue morphologique, les Hospicells présentent un aspect pseudo-fibroblastique avec
de longs pseudopodes et une large surface de contact rappelant des fibroblastes (normaux ou assoc
aux tumeurs) ou des cellules mésenchymateuses (7).

Les différents travaux réalisés sur ces cellules ont permis de caractériser ces cellules par
I'expression de CD9, CD10, CD29, CD146 et CD166 (7, 9). De plus, les Hospicells n’expriment pas
de marqueurs de lignée hématopoiétique (CD45, CD3, CD4, CD68), de €AMR4A) ou de cellules
souches (CD34). Cette combinatoire d’antigénes de surface ne correspond a aucun marqueur de ligné
cellulaire connu mais présente quelques similitudes avec les MSCs (expression de CD29 et CD166
bien que les Hospicells ne possedent pas la capacité de se différencier en ostéocytes, chondrocytes
adipocytes (225). De méme, les Hospicells partagent avec les MSCs les capacités immunosuppressive

(8) ou a interagir avec les cellules tumorales (174).

3.3.Implication dans la chimiorésistance

Les premiers travaux réalisés par Rafiial. visaient a étudier le role des Hospicells dans la
chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes (7). En effet, la co-culture de cellules tumorales
ovariennes OVCAR-3 et d'Hospicells entraine une résistance au carboplatine et au taxol,
chimiothérapies conventionnelles dans le cancer ovarien, multipliée par 2 a 2,5 par rapport a une
culture des OVCAR-3 seules. Cet effet est spécifique des Hospicells et nécessite un contact entre le
deux types cellulaires.

Les auteurs se sont ensuite intéressés au mode d’action de la chimiorésistance induite par le
Hospicells et ont mis en évidence que ces dernieres sont capables, par un phénoméne appe
« trogocytose oncologique », d’échanger des fragments de membranes avec les cellules tumorale
ovariennes. De ce fait, les Hospicells sont capables de transférer aux cellules tumorales des protéine
d’efflux de drogues chimiothérapeutiques qu’ils présentent a leur surface, les Multridrug resistance
(MDR), et ainsi permettre leur survie. Cependant, bien que le taxol soit efflué par des protéines de la
famille MDR, le carboplatine est majoritairement éliminé par les transporteurs du fer (226, 227). Sa
prise en charge par les protéines MDR est donc faible, indiquant que les Hospicells protegent
probablement les cellules tumorales ovariennes de I'apoptose par d’autres mécanismes.

Des études réalisées en immunohistochimie sur 29 patientes atteintes d’'un cancer ovarien on
montré que la présence d'Hospicells, marquées par CD10, est corrélée avec un statut de
chimiorésistance (7). Bien que cette observation ait été réalisée sur un faible nombre de patientes

'ensemble de ces résultats met en évidence la nécessité de comprendre les interactions entre I
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cellules tumorales ovariennes et les Hospicells et l'intérét de cibler ces dernieres dans le but

d’améliorer les traitements existants.

3.4.Effets immunosuppresseurs

Les Hospicells sont également capables de moduler la prolifération et la fonction des cellules
immunitaires. En effet, ces cellules sont capables d'inhiber la prolifération et la production de
cytokines des lymphocytes T CH4CDS8' etyd (8). Cet effet immunosuppresseur est indépendant de
tout contact cellulaire et est induit par la nitric oxide synthase (INOS) et la production de NO par les
Hospicells.

Comme nous l'avons vu précédemment, l'infiltration de lymphocytes T, notamment de CD8
constitue un facteur de bon pronostic dans le cancer de l'ovaire (193, 195). L’inhibition de la
prolifération et de la production de cytokines de ces cellules par les Hospicells permettrait donc
I'échappement des tumeurs ovariennes au systéme immunitaire.

Il est intéressant de noter que les MSCs sont également capables de produire du NO et d’induire
fonctions immunosuppressives, indiquant des similitudes supplémentaires entre ces cellules et le:
Hospicells (228).

3.5.Rdles dans la progression tumorale ovarienne

Le role des Hospicells dans la progression tumorale ovarienne a également été étudié. Afin de
faciliter la mise en culture de ces cellules, les Hospicells ont été immortalisées par I'antigéne T du
virus simien 40 (SV40). Cette modification ne modifie pas le profil d’expression de marqueurs de
surface des Hospicells ni leur capacité a interagir avec les cellules tumorales ovariennes.

Pasquegt al. ont montré que les Hospicells ne sont pas capables d’activer la prolifération de
cellules tumorales ovariennasvitro (9). Cependant, les souris immunodéprimées ayantineguo
une injection sous-cutanée de cellules tumorales ovariennes (lignées OVCAR-3, SKOV-3 et IGROV-
1) en association avec des Hospicells développent des tumeurs de volume et d’index prolifératif plus
importants que des souris injectées avec des cellules tumorales seules. De méme, l'injection intra:
péritonéale d’'Hospicells en association avec des cellules tumorales ovariennes entraine une survie plu
faible des souris ainsi qu’un volume tumoral et de liquide d’ascite plus important.

De plus, les tumeurs co-injectées avec les Hospicells se révelent étre plus vascularisées, ce gt
pourrait expliquer leur volume tumoral plus important. Il a été montré que les tumeurs issues d’'une co-
injection de cellules tumorales ovariennes et d’Hospicells présentent une augmentation de I'expressior

de HIF-1o, régulateur clé dans I'expression du VEGF. De plus, le niveau de cette cytokine hautement
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pro-angiogénique se révele étre plus important dans le liquide d’ascite de souris co-injectées avec de
Hospicells comparé a des souris injectées par des cellules tumorales ovariennes seules.

Les Hospicells permettent donc d’activer la croissance tumorale ovanennme action sur
I'angiogenese dont le mode d’action pourrait provenir d’une activation de I'expression de ketfeld
VEGF.

3.6.Résumé des connaissances actuelles a propos des Hospicells

Les Hospicells sont des cellules stromales retrouvées dans le cancer ovarien dont le phénotype
bien qu’encore peu défini, présente des similitudes avec les MSCs. Les Hospicells possedent un role
immunosuppresseur des cellules T, activent la chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes ¢
favorisent la croissance tumorali& un réle sur I'angiogenesé&igure 14). Ces cellules constituent
ainsi une cible de choix dans I'élaboration de nouvelles thérapeutiques et dans I'optique d’améliorer la
prise en charge des patientes atteintes d’'un cancer ovarien.

Il est donc nécessaire de comprendre les interactions entre les Hospicells et les cellules tumorale

ovariennes responsables des effets décrits précédemment.
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Matériel et méthodes



1. Culture Cellulaire
Lignées cellulaires

Les Hospicells et les fibroblastes CHN ont été obtenus de M. Mirshahi (INSERM UMR 736) (7,
9). Les cellules humaines d’adénocarcinome ovarien OVCAR-3, SKOV-3 et les cellules endothéliales
humaines de cordon ombilical (HUVECs) (ATEGHTB-161, HTB-77 and CRL-1730) ont été
obtenues de I'« American Type Culture Collection » (Manassas, VA). Les cellules humaines
d’adénocarcinome ovarien IGROV-1 sont un don de I'Institut Gustave Roussy, Villejuif. Les cellules
HEK 293T (cellules humaines embryonnaires de rein) sont obtenues de gBiogen (France).

Les cellules OVCAR-3, IGROV-1, SKOV-3 et les Hospicells sont cultivées dans un milieu RPMI
supplémenté avec 10% de SVF, de la pénicilline/streptomycine (100 IU/mL/100 pg/mL) et 2 mM de
L-Glutamine (Cambrex Biosciences).

Les monocytes leucémiques U937 et THP1, les fibroblastes CHN, les cellules HEK 293T sont
cultivés dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (SVF), de la
pénicilline/streptomycine (100 IU/mL/100 pg/mL) et 2 mM de L-Glutamine (Cambrex Biosciences).
Les cellules U937 et THP1 sont activées en macrophages par l'addition de 20 nM de
phorbolmyristateacetate (PMA, Sigma) 48 heures avant le début des expériences.

Les cellules HUVECs sont cultivées dans des plaques pré-ensemencées avec 0,2% de gélatin
provenant de peau de porc (Sigma, USA), avec du milieu de culture de cellules endothéliales (ECGM,
Promocells, Allemagne) contenant 5% de sérum de veau fcetal, supplémenté avec 5 ng/mL d’'EGF, 0,
png/mL d’hydrocortisone, 0,5 ng/mL de VEGF, 10 ng/mL de bFGF, 20 ng/mL de facteur de croissance
apparenté a I'insuline (LongR3 IGF-1), 1 pg/mL d’acide ascorbique et 22,5 ug/mL d’héparine.

Afin d’isoler les monocytes humains primaires, un gradient de ficoll est réalisé a partir de sang
circulant (buffy coat). Les cellules mononuclées du sang périphérique isolées sont lavées deux fois at
PBS 2mM EDTA puis ensemencees pendant 1 heure a 37°C dans du milieu RPMI contenant 2 mM
glutamine, 10 % de SVF et de la pénicilline/streptomycine (100 IU/mL/100 pg/mL). Ce temps d’'une
heure permet aux cellules d’adhérer a la boite de culture. Les cellules non adhérentes sont éliminées ¢
les monocytes sont cultives pendant 2 a 3 jours en fonction des expériences réalisées.

Pour I'étude de I'implication des cestrogenes, les cellules OVCAR-3 sont cultivées dans du milieu
RPMI sans rouge de phénol supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal déstéroidé, de |
pénicilline/streptomycin€¢100 IU/mL/100 pg/mL) et 2 mM de L-Glutamine (Cambrex Biosciences).

Le Faslodex (ICI), un inhibiteur de I'expression du récepteur aux cestrogénes est utili¥l & 10
pendant 48 heures sur les cellules OVCAR-3 seules ou en association avec les Hospicells dans le bt
d’inhiber la signalisation cellulaire dépendante des cestrogenes.

Les cellules sont régulierement testées pour I'absence de mycoplasmes.
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Préparation de milieu conditionné

10 Hospicells ou 1D cellules tumorales ovariennes sont cultivées dans des boites de Pétri de
diametre 100 mm (Falcon, Becton Dickinson) dans du RPMI supplémenté avec 10% de SVF, de la
pénicilline/streptomycine (100 IU/mL/100 pg/mL) et 2 mM de L-Glutamine (Cambrex Biosciences)
pendant 48 heures. Les milieux conditionnés sont prélevés, filtrés a 0,22 um et conservés a -20°C

jusqu’a utilisation.

Formation de sphéroides de cellules tumorales

Des monocouches confluentes de cellules tumorales ovariennes, d’Hospicells et de cellules
HUVECSs sont décollées. La quantité nécessaire de cellules est reprise en suspension dans du milieu
culture contenant 0,25% (masse/volume) de méthylcellulose (Sigma) et ensemencée dans des plaqut
96 puits non adhérentes a fond rond (Greiner, Frickenhausen, Allemagne). Dans ces conditions, toute
les cellules en suspension contribuent a la formation d’'un seul sphéroide, de taille et de nombre de
cellules définis, par puits. Les sphéroides sont cultivés pendant au moins 24 heures et utilisés pou

I'expérience souhaitée.

2. Analyse des protéines
ELISA (Enzyme-like immunosorbent assay)

Les cellules tumorales ovariennes OVCAR-3, IGROV-1 ou SKOV-3 sont cultivees seules a
2,5.1C cellules ou en association avec 2,8.d0Hospicells ou en présence de milieu conditionné par
les Hospicells dans des plaques 6 puits dans un volume final de 1 mL.

Les cellules OVCAR-3 shRNA scramble ou shRNA IL-8 sont cultivées seules a 2¢eXiiles
par puits dans des plaques de culture 6 puits ou en association aveC &:5xEpicells ShRNA
scramble ou shRNA IL-8 dans un volume final de 1 mL.

Les cellules U937 ou THP-1 activées 48 heures par du PMA sont cultivées dans du milieu RPMI
complet & 2,5.10cellules ou en association avec 2,5.Hbspicells ou en présence de milieu
conditionné par les Hospicells dans des plaques 6 puits dans un volume final de 1 mL. Apres 48 heure
de culture, les milieux conditionnés sont collectés et congelés a -20°C jusqu’a analyse. L'IL-6, I'lL-8
et le VEGF sont quantifiés en utilisant un kit ELISA spécifique « DIfoSetSA Development
System » (R&D Systems) selon les instructions du fournisseur.

Dans le cas de l'inhibition de la voie Fas Ligand/Fas, les milieux conditionnés par les Hospicells
sont incubés avec 1 pg/mL d’anticorps bloguant Fas Ligand (anti-human Fas-L NOK-1, BioLegends)

avant culture avec les cellules tumorales ovariennes OVCAR-3 ou les monocytes leucémiques.
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Dans le cas de linhibition de la voie du LPA, les cellules tumorales ovariennes ou les monocytes
leucémiques sont pré-incubés (une heure avant de recevoir les Hospicells ou leur milieu conditionné)
avec du Kil6425 (antagoniste des récepteurs au LPA sélectif pourdtA&A;, SelleckBio) a 10
HM. Les milieux conditionnés sont collectés aprés 24 heures de culture.

Dans le cas de l'inhibition de la voie du NO, les monocytes/macrophages humains primaires ou les
Hospicells sont cultivés seules ou en association, en présence ou non d'un inhibiteur de la NO
synthase, le L-NAME (Cayman Chemical) & 100 pM. Les milieux conditionnés sont collectés apres 48
heures de culture.

Dans le cas de linhibition de la voie COX-2, les monocytes/macrophages humains primaires ou
les cellules tumorales ovariennes SKOV-3 sont cultivés ou non pendant 3 heures avec un inhibiteur de
la COX-2, le NS-398 (Sigma Aldrich) a 50 uM. Des monocytes/macrophages humains primaires ou
des cellules SKOV-3 cultivés en absence de NS-398 sont mis en présence de milieu conditionné pa
les Hospicells cultivées ou non pendant 3 heures avec du NS-398 a 50 uM. Les milieux conditionnés

sont collectés apres 48 heures de culture.

Test Luminex

Les cellules OVCAR-3, SKOV-3 et IGROV-1 sont cultivées dans du milieu RPMI complet a
2,5x10 cellules par puits dans des plaques de culture 6 puits avec 28aspicells ou avec du
milieu conditionné par les Hospicells pendant 48 heures dans un volume final de 1 mL. Aprés 48
heures de culture, les milieux conditionnés sont récupérés et congelés a -20°C jusqu’a analyse. L¢
TNF-a et I'lL-la sont quantifiees en utilisant un kit « Milliplex human cytokine Multiplex
Immunoassay » (Millipore) grace a la technologie Luminex, selon les indications du fournisseur et

avec l'aide de la plate-forme de phénotypage de Rangueil (Toulouse).

Zymographie

Apres 48 heures de culture dans du milieu RPMI sans sérum, le milieu conditionné par les
Hospicells est récupéreé apres centrifugation puis concentré par centrifugation dans un filtre « amicon »
(Millipore). 50 pg de protéines sont dénaturées en absence d’agent dénaturant et chargées sur un gel «
polyacrylamide 10% contenant 2 mg/mL de gélatine (Sigma Aldrich). Le gel est incubé en présence de
2,5% de Triton X-100 a température ambiante pendant 30 minutes. Les pro-gélatinases (proMMP) son!
activées par incubation du gel dans un tampon contenant 50 mM Tris (pH 7,5), 0,15 M NaCl, 5 mM
CaCb, 0,05% Brij 35 et 1mM 4-Aminophenylmercuric acétate (APMA, Sigma). Le gel est ensuite
incubé dans du tampon de développement 50 mM Tris (pH 7,5), 0,2 M NaCl, 5 mi Cac% Brij
35 a 37°C toute la nuit. Le gel est finalement coloré avec 0,25% de bleu de Coomassie et la protéolyst

est mise en évidence par I'apparition de bandes blanches sur fond bleu.
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Préparation des extraits protéiques

Les extraits protéiques sont préparés en « grattant » une monocouche de cellules et en incubar
I'extrait cellulaire obtenu pendant 30 minutes dans la glace avec du tampon RIPA (Tris 50mM, NaCl
150mM, SDS 0,1%, NaDeoxycholate 0,5%, NP40 1%, inhibiteurs de protéases). Aprés 15 minutes de
centrifugation (14000 rpm), les surnageants sont conservés a -20°C jusqu'a lanalyse. Les
concentrations protéiques sont déterminées en utilisant le « Bradford Assay » (Bio-Rad).

Western Blot (Fas Ligand, PDGFRe, PDGFR3, FAP, MMP-2 and MMP-9)

Les protéines sont séparées par SDS-PAGE sur un gel de polyacrylamide 10%. Les protéines sor
transférées sur une membrane de PVDF activée au méthanol. Les membranes sont saturées 2 heu
dans du TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl) / 0,1% Tween 20/ 5% lait et incubées toute la nuit a 4°C
avec un anticorps primaire polyclonal de lapin dirigé contre le Fas Ligand humain (1 :4000, sc-957,
Santa Cruz Biotechnology), le PDGEReu le PDGFR3 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) ou un
anticorps primaire monoclonal de souris dirigé contre FAP (1:1000, Calbiochem), MMP-2 or MMP-9
(1:2000, R&D systems). Les membranes sont lavées 3 fois avec du TBS/ 0,1% Tween 20 (TT) puis
incubées 1 heure et 30 minutes avec un anticorps secondaire (1:4000 anti-souris ou 1:4000 anti-lapil
selon l'anticorps primaire, Cell Signaling Technology) couplé a la Horse Raddish Peroxydase (HRP).
Les membranes sont lavées 3 fois avec du TT puis 2 fois avec du TBS. Les immunocomplexes son
révélés avec du « Enhanced Chemiluminescence » (GE Healthcare, Amersham) et visualisées avec L
scanner STORM.

3. Extinction de I'expression de génes et étude de transcrits d’ARNmM
Inhibition de I'expression de I'lL-8 par I'expression stable d’'un shRNA

Un shRNA ciblant la séquence de TARNm de I'lL-8 humaine (Sigma) a été concu : ShRNA |L-8 =
5'CGCGUCCCCACCACCGGAAGGAACCAUCUUCAAGAGAGAUGGUUCCcUUCCcGGUGGUU
UUUGGAAAUCGAUACCSI'. Une séquence « scramble » (dirigée contre aucune séquence connue) a
été congcue comme contrdle négatif : ShARNA scramble = 5CGCGUCCCCUUCUCCGAACGUGUCA
CGUUUCAAGAGAACGAGACACGUUCGGAGAAUUUUUGGAAAUCGAUAC. Les sequences
ADN correspondant a ces shRNA sont clonées dans un vecteur d’expression pLVTHM codant pour la
Green Fluorescent Protien (GFP) permettant de sélectionner les cellules transduites. Pour produire le
lentivirus, les cellules HEK 293T sont transfectées avec 20 pg de vecteur d’intérét pLVTHM + shRNA
IL-8 ou scramble, 10 pug de pCMV delta R8-74 (gagpol) et 6 pg de pMD2G (env) (Tronolab). Le milieu
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de culture est retiré 12 heures aprés transfection et les surnageants viraux sont récupérés toutes les

heures pendant 60 heures dans le but de transduire les cellules OVCAR-3 ou les Hospicells.

Inhibition de I'expression de la Sphingosine kinase 1 (SphK) par I'expression stable d’'un shRNA
Difféerentes séquences codant pour des shRNA dirigés contre TARNm codant la sphingosine
kinase 1 ont été évaluées par transfection pour leur efficacité a inhiber I'expression de la sphingosine
kinase dans des cellules la surexprimant comme les MSCs ou les Hospicells. Une séquence a été
sélectionnée: 5'CGCGTCCCCGCGTCATGCATCTGTTCTACGTTCAAGAGACGTAGAACAG
ATGCATGACGCTTTTTGGAAAT3'. Une séquence « scramble » (dirigée contre aucune séquence
connue) a été congue comme contrdle négatif : 5CGCGUCCCCUUCUCCGAACGUGUCACGUU
UCAAGAGAACGAGACACGUUCGGAGAAUUUUUGGAAAUCGAUAC. Les sequences d’ADN
correspondant a ces shRNA ont été clonées dans un vecteur d’expression pLVTHM codant pour la
Green Fluorescent Protien (GFP) permettant de sélectionner les cellules transduites. Pour produire les
lentivirus, les cellules HEK 293T sont transfectées avec 20 pg de vecteur d’'intérét pLVTHM + shRNA
SphK1 ou scramble, 10 ug de pCMV delta R8-74 (gagpol) et 6 pg de pMD2G (env) (Tronolab). Le
milieu de culture est changé 12 heures aprées transfection. Le surnageant de 36 heures post transfectio
est filtré a 0,45 pum et utilisé pour transduire des Hospicells. Les Hospicells sont analysées 48 heures
aprés pour I'expression de la GFP par cytométrie en flux et I'inhibition effective de la sphingosine

kinase 1 par dosage de son activité

Dosage de l'activité SphK 1

80 pg de protéines sont repris dans un tampon (Tris/HClI 20mM pH 7,4, 20% glycérol-1mM
mercaptoethanol, 1ImM EDTA, 1mM sodium orthovanadate, 4@vdliycerophophate, 15mM NaF,
10pg/mL leupeptine, 10uL/mL aprotinine, 1mM de phenylmethylsulfonyl fluoride et 0,5mM 4-
desoxypyridoxine) avec 1Qude sphingosine 1mM, de I'ATP froid (20mM), du MgCét de 'ATP
[P*9. Les échantillons sont incubés pendant 30 minutes & 37 °C puis la réaction est arrétée par I'ajou
de HCI 1N et de CHGIMeOH/HCI. Apres centrifugation, la phase inférieure organique est récupéree,
a laquelle nous ajoutons du chloroforme et du KCI. Apres centrifugation (10 min, 600g), la phase
inférieure est lavée avec une solution de MeOH/GHTII 2N/H20/HCI 2N. Une centrifugation est
réalisée (10 min, 600g) afin de récupérer la phase organique qui est ensuite évaporée toute la nuit. Le
échantillons sont repris dans une solution de CHCI3/MeOH (2/1). La séparation des différents
composes est realisée par chromatographie sur couche mince sur plaque de silice grace a un tampon
migration 1-butanol/méthanol/acide acétique/eau (80/20/10/20) pendant 3 heures et 15 minutes. Les
composés radiomarqués sont visualisés par autoradiographie. La silice contenant la S1P est récupére
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et la radioactivité est quantifiée a I'aide d’'un compteur a scintillation (Packard). Les dosages ont été

réalisés a I'Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale (IPBS, Toulouse).

Préparation des ARNm et gRT-PCR

L’ARN total est extrait a partir d’'une monocouche de cellules par le « RNeasy mini kit » (Qiagen)
selon les instructions du fournisseur. 2ug d’ARN sont utilisés pour réaliser de 'ADNc en utilisant le
« Iscript cDNA synthesis kit » (Bio-Rad). Les amorces utilisées pour les génes d’intérét et les genes de
ménage [§-actin) sont congus par ordinateur a l'aide programme « Beacon Designer » (Premier
Biosoft). La RT-PCR et gRT-PCR sont réalisées en utilisant respectivement le « Hot StarTaq master

mix » (Qiagen) et le « SYBR Green master mix » (Bior-Rad).

4. Etude de I'angiogenése
Test de migration et d’'invasion des cellules tumorales ovariennes et des cellules endothéliales
HUVECs

La capacité des Hospicells a induire la migration des cellules tumorales ovariennes est évaluée :
'aide de chambres de Boyden (Dutscher) composées de deux compartiments séparés par un
membrane de polyéthyléne poreuse de 8 pm de diamétre : I'insert (haut) et le puits (bad). 2,5.10
Hospicells sont ensemencés dans les puits (plaque 24 puits) avec du milieu RPMI supplémenté ave
2% de sérum de veau fecetal. Des cellules tumorales ovariennes sont ensemencées dans l'insert
incubées a 37°C pendant 20 heures. Les cellules du compartiment supérieur sont enlevées
mécaniquement avec un grattoir. Les cellules ayant migré sont estimées par microscopie avec ur
objectif 10x. Les mémes expériences sont réalisées avec ensemencement de cellules tumorale
ovariennes ou de cellules HUVECs dans les puits et des Hospicells dans les inserts afin d’évaluer |z
migration des Hospicells vers les cellules tumorales ovariennes ou les cellules HUVECs. Chaque
condition est réalisée en triplicat. Les expériences sont répétees trois fois. Afin d’évaluer la migration
des cellules endothéliales HUVECS, ces cellules sont déprivées en sérum pendant 24 heures et ur
suspension cellulaire de milieu RPMI supplémenté de 5% de sérum de veau feetal comprenant 2,5.10
cellules HUVECs est ensemencée dans les compartiments supérieurs (filtres de polycarbonate prépare
avec 1% de gélatine). Les cellules ensemencées dans les puits sont I'un des suivantes : 5 sphéroides
5.10° cellules tumorales ovariennes ou Hospicells ou 5 sphéroides de®ZBllldes tumorales
ovariennes et 2,5.8Hospicells. Les cellules peuvent migrer pendant 16 heures. Les cellules ayant
migré sont marquées avec une solution d’amidoblack (Sigma) et leur nombre est estimé par

microscopie.
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Prolifération des cellules HUVECs

5.1¢ cellules HUVECs sont ensemencées dans des plaques pré-ensemencées avec de la gélati
au jour 0 dans du milieu ECGM complet (comme décrit précedemment). Au jour 1 et aux jours
suivants, les milieux sont remplacés par du milieu conditionné (réalisé comme décrit préecedemment).
Aux jours 3, 4, 5 et 7, un test colorimétrique au 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) (Sigma, Etats-Unis) permettant le marquage le marquage de cellules vivantes est

réalisé.

Test d’angiogenése in vitro

5.1F cellules HUVECs sont utilisées pour réaliser un sphéroide par puits. Les sphéroides sont
cultivés 2 jours avant d'étre intégrées dans du collagéne. Une solution de collagéne de queue de rz
(BD Biosciences) est préparée avec du PBS et est ensuite mélangée (1 :1) avec du milieu de cultur
contenant 48 sphéroides (milieu ECGM supplémenté de 10% de sérum de veau fcetal ou du miliet
conditionné pendant 48 heures dans les mémes condtions que la culture des cellules HUVECSs). 0,59
(masse/volume) de methylcellulose est ajoutée au mélange afin d'éviter la sédimentation des
sphéroides avant la polymérisation du gel de collagéne. Les gels contenant les sphéroides sor
transférés dans des plaques 24 puits pré-chauffées. Les gels sont incubés a 37°C, 5%tded0%0
d’humidité. Apres 24 heures, I'angiogenéseitro est informatiquement quantifiée par mesure de la
longueur des extensions membranaires poussant a partir de chaque sphéroide a I'aide d’'un logicie

d’'imagerie (Olympus, Allemagne) par analyse d’au moins 5 sphéroides par condition.

5. Modeéles animaux

Des souris femelles Swiss athymiques, agées de 4-5 semaines (Charles River Laboratories
L’Arbresele, France) ont été herbergées dans des cages avec couvercle a filtre et gardées dans u
installation stérile, maintenue selon les réglementations de la « Federation of Europoean Laboratory
Animal Science Associations » en accord avec les déclérations de I'AACR pour l'utilisation
d’animaux en recherche en cancérologie. L’agrément du comité éthique animal de I'Institut Claudius
Regaud a été obtenu pour l'utilisation de modeles animaux et des protocles d’études. Une période d
guanrantaine de deux semaines a été imposée pour chaque souris avant le début de I'étude.

5 souris par groupe ont recu par injection intrapéritonéale au jour 0 : groupe A célllites
OVCAR-3 (modifiées génétiquement pour exprimer la GFP), groupe B’ Belllles OVCAR-3
(modifiées génétiqguement pour exprimer la GFP) en association avédsdgicells, ou groupe C :

5.10 cellules OVCAR-3 (modifiées génétiquement pour exprimer la GFP) en association avec 5.10
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fibroblastes CHN. Les animaux porteurs de tumeurs sont sacrifieés au jour 20 et le liquide d’ascite

contenu dans leur péritoine est récupéré.

6. Etude des macrophages
Test de migration des macrophages

Les capacités chimiotactiques et de migration des monocytes leucémiques sont évaluées a l'aide d
chambres de Boyden (Dutscher) composées de deux compartiments séparés par une membrane
polyéthyléne poreuse de 8 um de diamétre: linsert (haut) et le puits (bas). nBoh@cytes
leucémiques THP1 ou U937 sont ensemencés dans linserf. @&lllles HEK 293T, monocytes
leucémiques THP1 ou U937 sont ensemencés seuls ou en association aveeldspitells dans des
plagues 24 puits. Chaque condition est réalisée en triplicat. La membrane est fixée a l'acide
trichloroacétique a 10% puis colorée au bleu de Schwartz a 5%. Les cellules ayant migré sont estimée
par microscopie optique en comptant 9 champs par condition. Le potentiel de migration est exprimé en
valeur arbitraire ou le nombre de monocytes leucémiques (THP1 ou U937) ayant migré vers les

cellules HEK 293T est fixé a un.

Détection des macrophages par marquage ProSense680

Les cellules contrbéles (HEK 293), les Hospicells et les macrophages murins sont ensemencés su
des boites de pétri de 3,5 cm diametre au jour 1. Les macrophages murins sont obtenus en ringant |
péritoine d'une souris sacrifiee avec 5 mL de NaCl 0,9%. Ce volume est récupéré, centrifugé 5
minutes a 1200 rpm et les cellules sont ensemencées. 18 heures aprés, 8 pL de ProSense680 (O,
nmoles) sont ajoutés aux cellules HEK 293, aux Hospicells ou aux macrophages. 7 heures apres, le
cellules sont fixées puis analysées au microscope a fluorescence (Leica Microsystems) avec un objecti
100x.

5 souris par groupe ont recu par injection intrapéritonéale au jour 0 : groupe A célllites
OVCAR-3 (modifiées génétiquement pour exprimer la GFP) en association avédddicells,
groupe B : 5.10cellules OVCAR-3 (modifiées génétiquement pour exprimer la GFP). 19 jours aprés
injection, les souris recoivent 2 nmoles de Prosens 18 heures avant analyse, selon les instructions d
fournisseur (Perkin Elmer, France). Les tumeurs sont prélevées et fixées dans 3% de paraformaldhéyd
(PFA) pendant 24 heures puis un mélange de 3% de PFA et 20% de sucrose pendant 24 heure
supplémentaires. Les tissus tumoraux sont encastrés dans un composé optimal de la température
découpage (OCT) (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Pays Bas), congelés a -55°C. Des sections de 10 pi
d’épaisseur sont découpées a partir des blocs d’OCT a I'aide d’'un cyostat (Leica CM3050 S) a -20°C.
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Un marquage au DAPI est utilisé pour visualiser les noyaux cellulaires. La fluorescence tumorale
due a la GFP ou au Prosens est détectée par excitation selective a I'aide d’une source lumineuse (Leic
Microsystems, Wetzlar) ou un filtre GFRefk :480/40\em :527/30) ou un filtre Cy5.2éx : 665/45,

Aem : 725/50) (Chroma Technology, Brattleboro, Etats-Unis). Des images 16-bit a haute résolution de
1392x1040 pixels sont capturées a l'aide d’une caméra CCD (coolSNAP-HQ2, Roper Scientific) et
retouchées pour leur contraste et leur luminosité a I'aide du logiciel MetaVue 6.2 (Universal Imaging).

Test Luminex

Les monocytes humains primaires ou les Hospicells sont ensemencés seuls ou en association a ut
concentration de 2,5.1@ellules (par type cellulaire) par puits de plaque 6 puits. Aprés 48 heures de
culture, les milieux conditionnés sont récupérés et congelés a -20°C jusqu’a analyse. 42 cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance humains sont quantifiés en utilisant un kit « Milliplex MAP
Human cytokine/chemokine kit » (Millipore) grace a la technologie Luminex, selon les indications du
fournisseur et avec l'aide la plate-forme de phénotypage de Roche Diagnostics (Penzberg, Allemagne)

Analyse semi-quantitative des protéines

Les monocytes leucémiques U937 ou les Hospicellsesmwemencés seuls ou en association a une
concentration de 2,5.3@ellules (par type cellulaire) par puits de plaque 6 puits dans du milieu RPMI
complet. Aprés 24 heures, le milieu est aspiré et remplacé par du RPMI sans sérum. Apres 24 heure
de culture, les milieux conditionnés sont récupérés et congelés a -20°C jusqu’a dnahalgse
semi-quantitative des protéines contenues dans les milieux conditionnés est réalisée en utilisant ur
RayBid® Human Cytokine Antibody Array 6 (RayBiotech) selon les indications du fournisseur. La
quantité relative de protéines est déterminée par mesure de l'intensité moyenne de deux spots revéle
par autoradiographie. Cette intensité est quantifiee par le logiciel PDQuest (BioRad) et normalisée par

rapport a I'intensité des contréles positifs inclus dans le Kkit.

7. Analyse statistique

Afin de comparer les valeurs « contrdle » et « a tester », des tests de Student bilatéraux ont ét
réalisés. P < 0,05 indique une différence significative
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Resultats



1. Résultats préliminaires et objectifs

L'importance du microenvironnement dans la progression tumorale ovarienne et la
chimiorésistance a été largement décrite précédemment. L’isolation récente d’'un nouveau type
cellulaire, les Hospicells, impliqué dans ces différents processus, constitue la perspective d'une
meilleure compréhension et prise en charge du cancer ovarien.

Les résultats préliminaires du laboratoire ont montré que les Hospicells sont capables de favorisel
la croissance tumorale par une augmentation de I'angiogenése (9). Les objectifs de mon travail de
thése étaient d'étudier les interactions entre les Hospicells et les cellules tumorales ovariennes
responsables de cette activation de I'angiogenése. De plus, mes travaux ont consisté a détermine
I'existence d’interactions entre les Hospicells et d’autres cellules du microenvironnement responsables
d’'une activation de la progression tumorale ovarienne.

Ces résultats ont donné lieu a une publication parue dans Cancer Letters en 2012 dont je suis |

premier co-auteur.

2. Article 1 : Ovarian ascites-derived Hospicells promote angiogenesisia

activation of macrophages

2.1.Introduction

Les Hospicells, bien que de phénotype inconnu, partagent des caractéristiques communes avec le
MSCs ou les CAFs telles que la morphologie, la contribution a la progression tumorale ou la capacité a
migrer vers les tumeurs solides (7, 9). Le premier objectif de ce travail consistait donc a analyser
I'expression et la sécrétion, par les Hospicells, de protéines impliqguées dans de nombreux mécanisme
tumoraux afin de mieux comprendre l'origine de ces cellules et leur réle au sein du
microenvironnement tumoral ovarien.

Les travaux de Pasquet al. réalisés au sein de I'équipe ont montré que la co-injection
d’Hospicells avec des cellules tumorales ovariennes dans des souris immunodéprimées entrainent ur
augmentation de la croissance tumorale, de la production d’ascite et de la vascularisation des tumeur
par rapport a une injection de cellules tumorales seules. Des analyses réalisées par microscopie
fluorescence sur ces tumeurs ont montré une forte interaction des Hospicells avec les cellules
tumorales ovariennes au sein des masses tumorales. Le second objectif de ce travail a donc é
d’étudier I'effet direct des Hospicells sur les cellules endothéliales et la possible existence d’'un autre

partenaire cellulaire des Hospicells responsable de leurs effets sur la progression tumorale ovarienne.
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2.2.Publication : Ovarian ascites-derived Hospicells promote angiogenesis via
activation of macrophages
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D166 and HLA1: (ii] express some pro-inflammatory molecules;
{iii) show close associadon with tumor cells; (iv) do not express
HLA-DR [19]. Indeed, MSCs that are isolated as mononucleated
and ad herent cells from bone marrow { BM-MSC) and other connec-
dve Eissue sources are fypically heterogeneous. Lee er al have
shown that approximately 67% of established clones from ran-
domly plated MSC clones differentiated into each and all of osteo-
genic, chondrogenic, -adipogenic, and fibroblastic lineages within
chemically defined media [20]. When BM-MSGS are recruited to
wmor somoma, they can differentiate into myofibroblast-like
mmor-associated Fibroblasts (TAFs) or CA-MSCs and become part
of the tumor microenvironment that supports tumor growth
[21-23] Recently, it has been suggested that MSCs could be related
to Fibroblasts [21.24], In OC, Jeon et al. have shown that OC-
derived lysophosphatidic acid stimulates differentation of human
adipose Ossue-derived MSCs (hADMSC) into TAFs, elevatng the
expression of SDF-1a through a TGF-f-mediated autocrine simu-
lation of smad2 [25]. To gain a better understanding of the Hospi-
cells phenotype and their function in the context of a fumor, we
investizated the expression and secretion of key proteins involved
in the major mechanisms of cancer progression: angiogenesis,
invasion and inflammation. Hospicells expressed some specific
TAF markers: both PDGFR-o and 3, Fibroblast-associated protein
(FAP), Tenascin-C and Thrombospondin. However they did not ex-
press desmin or aSMA, two proteins commonly used for TAF defi-

nition, Hospicelis secreted MMFP2 in pro and active form, indicating:

how these cells are invasion efficient (Supplementary data Fig 1),
They also express the enzyme cycloxyeenase 2 (COX-2) which
allows the synthesis of prostaglandins, key molecules in the
inflammation process, suggesting that Hospicells play a role in
the inflammation state observed during cancer progression. Hospi-
cells are original celis which share homologies with MSCs and TAFs
and could be associated with an intermediary state between the
wo types of cells; [ 19,21 22),

Previously, we demonstrated a role of Hospicells in ovariancan-
cer progression [19], In vivo, their co-injection with adenocarci-
noma cells enhanced tumor growth whatever the tumor model
used (subcutanecus and intra-periconeally established xenografts
in athymic mice), In addition, their injection increased the develop-
ment of ascites in tumor-bearing mice, Fluorescent microscopy
revealed an association between Hospicells and ovarian adenocarci-
noma cells within the tumor mass. Tumors abtained by co-injection
of Hospicells and human ovarian adenocarcinoma cells presented
an increased microvascularizaton indicaring that Hospicells could
promote umorigenicity of ovarian umor cells in vivo via their ac-
don on angiogenesis [19]. In the present study we firstly focused
on the direct effect of Hospicells on endothelial cell proliferation,
migration and differendation. As Hospicells did not interfere di-
rectly with angiogenesis, we analyzed the synthesis of cytokines,
VEGF. IL-G and IL-B, from adencocarcinoma cells, Hospicells, or both
in combination ‘We found that these molecules were produced by
specific tumor cells in the presence of Hospicells, Because they in-
crease tumor progression whether the adenccarcinoma cells used
[19], we looked for another partner o f Hospicells involved in the to-
mor growth: macrophages | 10,26]. Macrophages are involved in
virtually each step of tumor progression, reaching from possible
eradication of tumeors to promoting invasiveness and metastnc
spread. it has been shown that non-classically activated macro-
phages are abundant in ovarian umors where they promote initial
vascularization of the developing: lesion and during metastases
[27-29]. Macrophages infiltrating cancer fissdes in various malig-
nant tumors including ovarian adenocarcinomas are referred to
umor-associated macrop hages (TAMSs), which modulate the tumer
microenvironment by suppressing anti-tumor iIMmune reactions
and inducing angiogenesis [30]. TAMs are generally considered to
belong m the alternatively activated macrophages population

(M2) because of their anti-inflammatory functions. Macrophages
in the ascites of advanced adenocarcinoma patents are polarized
to M2 macrophages. Little is known about the molecules involved
on the phenotypic polarization of TAM even if it is clear that M2-
polarized TAM support tumor proliferation and that the density of
M2 -polarized macrophages is positively associated with a poor
prognosis in patients with ovarian adenocarcinoma | 30). Cancer-de-
rived factors could play an indispensable role in macrophages dif-
ferentiation. Here, we evidenced a cell-to-cell interaction between
primary macrophages and Hospicells. We showed that Hospicells
are able to arract and activate macrophages to secrete huge guan-
tities of pro-angicgenic cytokines, such as IL-6, 1L-8 and VEGF, which
are favorable to angiogenesis, umor progression and acquisition of
chemoresistance,

2 Materials and methods
21, Cell culfurd

Hospicels [1517.189] and CHN cells {human mrneal Fibroblasts [31]) were
obtaimed from M. Mirdhahi (INSERM UME 736), Human ovanan sdenocarcinoit
el (HOAC) lines OVCAR-3, SKDV-3 and Human umbilical vein endothelisl oells
(HUVECS ) (ATCC® Numbers HTB-161, HTB-77 and CRL-1730 ) were obtained from
e mrreerican Ty pe Culture Collection { Manassas, VAY HOAC Hine IGROV-1 was 2 glft
from the Institut Gustave Roussy, Villeuif [32,33). HEK 2937 cells were from gBin-
gen (France). Bulfy-coats were obtained from e Etablissement Frangais du Sang
Py rindes-hMediter rante as byproduces of the processing of blood donatons from
healthy voluntesrs that had sgned a weiten informed mmiseat According to the
French legislation, ethical committee approval 5 nol necessary fur the use of
byproducts from blood donation provided that an informed consent was signed
by the healthy woluntes:, HimaEn monocyies were solated lrom fresh blood sam-
ples collected  from different healthy donors. Peripheral Blood monocy s were
recovered: from the mononudedsr cell poptilation a5 desolbed previously [34].
HUVEC were cultured in costed plates with 0.2% gelatin from porcine skin (sigma,
LISAY with endothelizl cell growth medinm { ECGM, Promooe]l, Gomeny ) aontaln-
Ing 5% of Fetal Call Serum (FCS L supplemented with 5 nigfml af EGF, 0.2 pgim] of
lydrocortisone, L5 ng'ml of VEGE, 10 ng/ml of bEGF, 20 mgfml of [nsulin-like
growth facror (LongR3 IGF-1) 1 pgimil of ascorbic scid and 225 pg/ml of heparine.

HEK 2937, and Filbroblasts were coltured o DMEM mediuim supplemented with
10% FOS, penicillingstreptonmyctn {100 U] mL/100 g/ ml) and 2mM -Glutamine
[Cambrex biosciences!, Hospicells, DVCAR-3, SKOV-3 and [GROV- 1 cells were rou-
tinely cultured as described previously | 19] i RPMID with 105 FCS. Cell lines were
routinely checked for mycoplasma,

22 Gerradon of fumor cell sphisroids

Spheroidys were generated as previously described [35]. Briefly, mnfluent mon-
alayers of ovarian cancer telly, Hosploells, and HUVED were trypsintzed. Corre-
sponding mimbers of cells are suspended In media contsining 025% (wiv)
miethyleellulose (Sigmia) 2nd seeded in pon-adherent roand bottom S6-well plates
IGretnes, Frickenhausen, Germany ), Under thess conditdons, all suspended oells
ontribited to the formation of 2 single sphemids per well of defined sire and cell
itmber. Spheroids were cultured for 2t least 24 h and used for the corresponding
ASEAY.

23, Cell migration and tnasion

To examine whether Hospioells mduced HOAC migraton, 248-well pulycarbon-
ate Transwell migration inserts {8 pm pore size, BD Blosdenoes) were seeded with
25 « 10* Hospleells in 2% FCSIRMI medidm into the lower compartment HOAC in
I FCSRPMI medium were added o each of the upper chambers and incobated ar
F7 0 for 20 Cells o the pper compartment sere emowesd mechanically by
scraping. Cells that migrated to the underside of the membea ne were stained and
counted underan 10« objecive. The sameexperments were performed with HOAC
of HUVEC: seeded n the lower comipartment aod Hosploells in the wpper cotipart-
ment to assess the migration of Hosploells owards HOAC or endothelial cells. All
assagy were done o triplicate. Experi ments were repeated theee times. For HUVECs
migration, cells were sefum-starwsd for 24, and 2 el suspension containing
25 = 10* HUVEC cells in 5% FOSRPMI was prepared and seeded into the opper
chamilrer onte a polycarbonate filter mated with 15 gelatin, Cells seeded into the
ottom cham ber were one of the followlng: 5 spheroids of 5 « 10° HOAC or Hospi-
cells ar 5 spherdids of 25« 107 BOAC and 2.5 « 10° Hospicells, Endothelial oolls
waere allowed womidgrate for 160 Cells that hed migrated (o the battons of the
membrane were stained with amidoblade solution (Sigma), Microscopy was wsed
I cotent mugrated cells
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24, Proltfermaon of HUVEC:

To prepare conditioned media 107 of ovarian ddenocarcinuma cells or 105 of
Haspicells or 5 = 10° of bath type of cells were seeded in 100 mm dismeter Petr
dishes {Falean, Bectan Dickinson ) in ECGM with 5% of FCS for 48 fu Media were then
ollected and 022 pm fltered. Conditioned media have been ised without ditution
5000 HUVECs wereseeded in gelatin-coated plates at day 0 in complete ECGM
(medium with all supplements provided by the mamdacturer) Ar day 1, media
were replaced by conditioned mesdia, and then changesd every day, Do days 3, 4.5
anid 7, a colorimetrc asay of living cells uking 3-(4,5-D1 et hylthiazol-2-y0)-2,5-
dipheryltet razolivm bromide (MTT) {Siema, USA) was performiesd.

25, Invitro angigenesis aisay

Five Hundred HUVECS wiere used o make a single spheroid per well and spher-
aicls were cultivated 2 days before being collagen embedded. Rar (il mllagen (BD
Blisciences ) solution was prepaed with PES pelor to use and then ndxed wids 101
wolume of room termperatu e medivm containing 48 spherdids (ECGM + 105 PGS ar
48 b moditioned medium prepaned o the same cell number conditions as HUVECS
proliferation experfment o BCGM with 10% FCS and (0022 pro Allered L 055 (wiv)
methylcellulose was added o the mix to prevent sedimentation of spheraids prioe
palymertzation of the collagen gel. The spheroids containiig gels were rapldly
transferred [nto pre-warmed 24-well plates, Geld were noubated at 9750 5%
Oy, and 1008 humidity. Alter 24 hon et angogenesis was digially quantified
Iy measuring the length of sprouts that grew out of each spheroids using digltal
Imsaging software (Olyvovpes, Germany) analyzing st least 5 spheroids per experi-
meritl group and experie it

26, Anirnidls

Fermale Swiss athyoue nude mice, 4-5-weels—old (Charles River Laboratories,
L'Arbresele, France) were housed in flter-capped cges and Kept in 2 sterfle faciling,
which was maintained in acoordance with the standards of the Federation of Euro-
pean Laboratory Animal Saence Assodations in accordance with the AACK state-
ment for the use af animald in cancer researcle The Claudius Regaud [nstiture
andmal ethics committes approval was obtained for the use of the animal model
atud the sty protocals . A 2-weel quarantine period was imposed on all mice be-
fore starting the study.

27, Prepurarion of conditioned media for 16, 18 or VEGF guantficonom

107 adenocarcinoma cells, Hospicells or primiary monocyies were seeded were
seeded in 100 mim disme ter Petr dighes (Faloon, Becton Dickinson) in BRPMT with
10% of FCS for 48 I Media were then collected, 0.22 pin Gltered smd stored ¢
=20°C until used.

28, FLISA [ Enzyme-l&e immunosarbent oesay )

OVCAR-3, SKOV-3, IGROV-1 cells of primary monocytes wers cultured in com-
plete medium st 25 » 107 cellsfwell i G-well culture plates together with
25« 107 Hospicells o mediam alone in & final volume of 1ml After 48 h of cul-
ture, supernzlants were collected and frozen ar —20°C until anzlysis L6, IL-8
and VEGE wiere quantifiedd using 2 specific ELISA {DuoSet™ FLISA Development Sys-
tem | RED Systems) ) according to the manufacturer’s protocol.

29, Derection of IL-6, [L-8 and VEGF in ascites from O senografls

Five mice per group received Lp.ar dey @ group Az 5 « 107 geneticzaily modified
GFP expressing OVCAR-3 cells, group B2 5« 107 genetically modified GFP express-
ing OVEAR-3 cells admixed with 5 « 107 Hospleells or group C: 5 » 107 senetlally
modified GEP eicpressing OVCAR-3 cells admived with 5 = 107 CHN Fibroblasts Ti-
e bearing aninals were sacrifled at day 20 and sscites were ollected.

210 Detecton of Prosems™ torpeled marrophages in OC xenapryf

Five milcn per srotp received s.c.at day 0 group A 107 genetically modifisd GEP
expressing OVCAR-S cells admixed with 107 Hospicells or group B: 107 genetically
modified GFP expressing OVCAR-3 cells Tumor bearing animals received 19 days
after 2 nmol of Prosens™ 18 h prior to 2nalysls, as spedfied by the manofacturer
(Perkin Elnuer, Franoe ) Tumors were then removed and fixed n 3% PPA for 24 1,
I PPA 20% sucrose for another 24 b The dssue was then mounted inthe optimum
cutting temperatire (OCT) campoand (Tissue-Tek, Sakura Finetel, ML, frozen at
~55 (. Sectons of 10 pm thicknes wene cut Trom the OCT cottspound blocks using
& cryostal (Lews CMB050 5)at —20°C DA staining in Moviel mounting medium
was eed for the visualization of cell nuwde. The histologhcal sections of tumors
wiere obseived uinder 3 Lejca DMIRE floorescence microscope (Leita Micros ystems |
with &n 1= oll objective. GEP or Prosens flunrescence in the tumiors was de bscted
Iy selective exdtation produced with a mmpact arc source (Lelca Microsysteimns,
Wietzlar| and 2-GFP filter (Rex:4BO0/4E Lem:S27(30) ar Cy5.5 fler | uexcG65/45;

kem 725500 (Chroma Technology, Brattleboro, V1) High-resol ution 16-bit images
ol 1392 « 1040 phuels were captursd using a cooled OCD camera [coolSNAP-HO2,
Ropér Sdentific) and processed fur contrast and brightness using MelaVue 62 soft-
ware | Urversal maging).

201, Detection of FYBD mENA on Lrmors

Total EMA was extraded or from foozen tumors (OVCAR-3 cells or OVCAR-3)
Hospleells mjeaded 5diys befors the sacoifice of the iice) using RNexsy i kit
(Qiagen). amrding o the manufacturer’s instructions, 2 e oof BRNA was used o
muake cDNA using lscript cBNA synthetics: kit (Bio-Rad). Primers for the genes of
e rest as well a6 for the housekee ping gene actin were desiened using the eom-
puterprograts Beacon Designer | Prevuler Blosolt L RT-PCR, gHT-PCR weis pe floved
usitgg respectively Hot StarTay master mix (Qiagen) and SYBR Green master mix
{Bio-Rad Laboratones ), Details and sequences of the pomers are availsble vpon
ristjLiest

212 Smatfstical anafsis

Student's two-siled r pear was used o comipare values of test and control sam-
ples g <005 indicated & shenifcint difere noe

3. Results
3.1. Mutual aitracrion between Hospicells and HOAD

Hospicells have been isolated due to their co-localization with
tumor cells, M5Cs as well as TAFs could atract tumoral cells and
moareover, factors released by ovarian cancer cells may be potential
mediators of siromal cell migration,

In order to evaluate the tropism of Hospicells for ovarian cancer
cells (OVCAR-3, IGROV-1 or SKOV-3 cells) and vice versa, we per-
formed in vitro migration assays using Transwell chambers, Immor-
talized human Fibroblasts (CHN) were also investigated, The
migration of different cells was compared to that of cell line HEK
293T, known not to affect cell migradon. As shown in Fig. 1A all
HOAC lines studied induced Hospicells migration{ 1.5-2-fold induc-
tion of the migration compared to the effect of the HEK 293T cells).
In the same way, while Fibroblasts did not induce HOACs migration,
Hospicells induced HOACs migration | 1.5-2-fold induction com-
pared to the effect on the HEK 293T cells) (Fig. 1B). Hospicells were
also attracted toward themselves, This underlings a chemoatirac-
tion berween Hospicells and HOACs. This chemoattraction could ex-
plain the fact that in previous studies we have shown thatHospicells
could join HOACs in vive when they are injected sc to the mouse
3 days after the injecdon of the HOACs [19] and the fact thatin biop-
sies from patients with FIGO stade 3 and 4 ovarian cancer, a lot of
Hospicells are visualized by immuncohistochemisiry around the
adenocarcinoma cells [15].

32, Hospicells stimuleted attracion of endothelial cells in virro

Angiogenesis is a limiting step for tcumor growth which invo lves
different processes such as endothelial cell migration, proliferation
and differentiation (for review see [3637 ).

Ina previous study we noticed by immunohistochemisery that
Hospicells could be found around the tumor near the vessels [19]
sugeesting a role of these cells on angiogenesis,

We determined here whether a chemoattraction existed be-
tween Hospicells and endothelial cells. Hospicells were able to
slightly migrate to HUVEGs in vifro [ not shown, 1.2-fold inducton )
Inovarian cancer patients, the peritoneal cavity may contain asci-
tes in ' which tumor cells can exist as floating single cells; multicel-
lular aggregates and as an implanted umor within the abdominal
cavity. To reproduce these conditions, we used spheroids. HUVECs
migrated rowards Hospicells as well as HDAGs (Fig, 1C). The com-
binaton HospicellsfHOAC did not allowed a better migration of the
HUVECs than Hospicells alone (Fig, 1C). We highlighted a chemoat-

79



80



81



82



M. Castell of ol /Concer Letrers 326 (2013) 5968 65

IL-B was observed when OVCAR-3 cells were cultivated with Hos-
picells supernatant (Fig. 3B and C). This implied that in vitro, Hos-
picells acovate via at leastone secreted factor, the OVCAR-3 cells to
secrete an increased quantity of IL-6 and IL-B. We subsequenty
confirmed this observation by using cells transduced with a DNA
construct encoding shRNA directed to the mRBNA encoding TL-B
{Supplementary Fig. 2). The crosstalk between the two types of
cells involved an effect of Hospicells on the adenocarcinoma cells
which induced the synthesis of IL-6, IL-8 or VEGF.

36. In vivo

To investigate the existence of a crosstalk in vivo, we injected
nude mice intraperitoneally with OVCAR-3 cells alone, with OV-
CAR-3 associated with Fibroblasts (CHN) or with OVCAR-3 cells
associated with Hospicells. Three weeks post-injeciion, we col-
lected tumor ascites developed by the mice and tested it for 1L-6
and IL-8 concentrations. IL-6 and [L-8 levels were 2.5 and 3.75
higher, respectively, in mice injected with OVCAR-3 cells in combi-
nation with Hospicells, compared to mice injected with OVCAR-3
cells in combination with Fibroblasts, This implies that in vive,
the crosstalk between Hospicells and OVCAR-3 Is as important as
in virrn. As expected, simifar to in vicro, if the presence of Hospicells
induced an increase in VEGF expression we did not notice an in-
crease in VEGF synthesis in ascites of mice implanted with a com-
bination of Hospicells and OVCAR-3 cells compared to mice which
received OVCAR-3 cells only (Fg. 3D).

3.7. Ovarian asctes-derived Hospicells could promote angiogenesis via
activation of macrophoges

The moderate effect of Hospicells on HOAC secretion of oyto-
kines, which seems to be HOAC line specific, did not offer an expla-
nation of the effects observed in vivo in previous work where we
described that tumor development is largely increased in presence
of Hospicells whether we injected OVCAR-3, IGROV-1 or SKOV-3
cells. Therefore, Hospicells must have another partner. In the con-
text of the ovarian cancer microenvironment, inflammation is of
great importance. Macrophages are known to invade the tumor
stroma in many cancers as tumor-associated macrophages (TAMs)
even though their role is incompletely understood. In order to eval-
uate the recruitment of macrophages induced by Hospicelis, we
used enzyme-argeted optical sensors (ProSense680) that are act-
vated by cathepsins expressed by TAMs [38,39). The probe gener-
ates far-red fluorescence when cleaved by cathepsin (B, L, 5} and
plasmin. As Hospicells do not express cathepsins (they do not pres-
ent protease activity and are not labeled by ProSense680 (Supple-
mentary Fig. 3)), fluorescence microscopy signals co-localization
by immunoreactive staining for cathepsin and macrophages or
neutrophils. We noticed a protease activity distributed within tu-
mors of adenocarcinoma/Hospicells while a very low protease
activity was observed in tumors obtained with HOAG alone, We
could figure an higher namber of ProSensG80-1abeled macrophages
in the presence of Hospicells rather than in their absence (Fg 4A
and B The levels of expression of F4/80 mRNA were guantified

{A}---

{B} -
GFP

€) . *7

1.5 -

1.0 I

Cy5.5

0.5 -

F4/80 relative exprassion

(1]

Overlay

OVCAR-3

OVCAR-3 + Hospicells

He. 4. In vive fluorescence imaging using ProSense 680 for cathepsin activity and F4BD nyBNA quantification. Mice were injected with ¢GFP expressing adenocarcinoma
cells & Hospicells, They developed solid tumors which wene analyzed 20 days post-injection by uorescenoe mcrascopy oo histolegcdl section 24-h after ProSense 680
infection. Same results were obtzined with OVCAR -3 SROV-35 amd IGROV-1 cells. Fluore seence fraginge of ovarian tumors abtained by adenocarcinnma cells injection
(A} or obtained by adepocarcino i cells = Hospicells infection (B are showi, FGFP expressing Tumor cefls wire detected with a GFP filter set {left Fand the ProSenss 680 was
cletectid with 2 ey5.5 Rlter st (center ), The merge ol both pdetures (Heght) was cirrled ot to locllze cathepsin activity, () Quantitative PCR [gPCR) was used to quantify
Fa{BO mRNA from tumors obdained by injection of OVCAR-3 alone or in combination with Hospicells, Results are expressed ad relative F4JB0 mBNA expression,

meant = s em: n=3; (P=0.05]
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were studied as these molecules have been involved inovarian can-
cer progression [40] and chemoresistance [41 | Hospicells alone did
not secrete a high amount of these factors but they induced adeno-
carcinoma cells to secrete such pro-angiogenic molecules. This ef-
fect i cell line dependent since Hospicells induced VEGF
secretion from SKOV-3 cells and IL-6/IL-8 secrenon from OVCAR-
3 cells. We mied to determine the mechanism by which Hospicells
induced VEGF secretion from SKOV-3 cells and I1L-6/IL-8 secretion
from OVCAR-3 cells. The cell line dependent cooperative interaction
berween Hospicells and HOAC is not relared to common genedic
mutations: p533 mutation is evident in SKOV-3 cells (p33 null)
and OVCAR-3 cells (mutated p53); no p33 mutation in IGROV-1
cells; no KRAS mutations in any of the 3 HOAC cell lines. As OV-
CAR-3 cells are progesterone receptor positive (PR+) and estrogen
receptor positive (RE+), we evaluated the effect of esrogens on
eytokine secretion. Secretion of pro-angiogenic molecules was not
induced by estrogens as the steroidal estrogen antagonist, designed
o be devoid of estrogen agonist activity in preclinical models, 1O
[Faslodex) did not inhibit 1L-5 secretion in OVCAR-3 activated by
Hospicelis) (Supplementary Fig. 51 TNF-¢ or IL-18 appeared not
o be involved, since these molecules were not detected in Hospi-
cells, adenocarcinoma cells or in conditioned media from co-cul-
wred cells (Supplementary Fig, 61 Due to the general effect on
twmor progression induced by Hospicells in vive, we investigated
another cell partner of these cells, Using Prosens 680 agent we re-
vealed a high cathepsin activity in tumors induced by the co-injec-
tion of HOACs with Hospicells, whichever HOAC tested (OVCAR-3,
IGROV-1 or SKOV-3 cells). This suggests neutrophil and macro-
phage recruitment to the umors, Several reviews report a correla-
tion between the recruitment of M2-polarized macrophages to the
wmor loci and bad prognosis for the patients [3042,.43]. Macro-
phages are involved in virtually every step of tumor progression,
from possible eradication of tumors through to invasion and meta-
static spread [ 27--29], therefore we investgated whether Hospicells
could have an effect on macrophage acfivation. We showed that
Haspicells induced macrophages to secrete huge amounts of VEGF,
IL-6 and IL-8. This effect was observed with macrophages from each
cell line tested (U937 and THP1, Supplementary Fig, 4) and from
peripheral monocytes {Fig. 51, To our knowledge this is the first evi-
dence of activation of macrophages by TAFs or MSC-like cells. Fur-
ther performing a protein multiplex assay using the Luminex
technology platform to investigate the presence of 42 human cyto-
kines, chemokines and growth factors, Thibault et al. showed that
some were markedly up-regulated comparing mono- or co-culture
conditions. Mast of them belong to a pro-inflammamory back-
ground, Most interestingly are the relatively high levels of 1L-1D,
which is actually use in vitro to differentiate PAMC derived human
Monocytes into M2 macrophages, which possess a kind of tumor
associated macrophage (TAM]-like phencotype {Supplementary
Fig. 7 and Thibault et al. on preparation),

Our da@ add to the emerging view that macrophages are crin-
cal inducers of angiogenesis in wmors, as previously shown by
Breche et al. [27], The actvation potency of Hospicells could imply
different signaling pathways depending on the cells which are acti-
vated (VEGF secretion from SKOV-3 cells, IL-6/IL-8 secretion from
OVCAR-3 cells, VEGFIL-G/IL-B secretion from macrophages)
Several signaling pathways are potentially involved and currently
under investigation Takaishi et al. suggested that interactions be-
mween macrophages and ovariancancer eells, through Sar3 activa-
tien, are important for the tumor micreenvironment in ascites of
advanced ovarian cancer patients [30]. Murdoch et al. [44 ] have de-
scribed an activation of macrophages (VEGF secretion) via an agg-
vation of the hypoxia-HIF-1 — VEGF pathway. This pathway could
be implied in our study as Pasquet et al. have described an involve-
ment of Hospicells in hypoxia [19], In addinon, Brecht et al. re-
centy showed that apoptotic cells could stimulate macrophages

by the production of prostaglandin E2 (PGE2), This PGE2 produc-
tion required Sphingosine Kinase 2 [SPhK2) dependent sphingo-
sine-1-phosphate (S1P] production which up regulates COX-2
[27]. This signaling pathway could be involved in Hospicells acri-
vated macrophages’ model since Hospicells expressed high levels
of COX-2. Also it has recently been shown that MSCs, which are
cells refated to Hospicells, could exert their immunomodulatory ef-
fects through a PGE2-mediated mechanism [45] However this
could only explain the effect of macrophages on endochelial cell
migration since it was shown that PGE2, at least in vitro, exclu-
sively induced endothelial cell migration without affecting their
proliferadon. The authors considered that factors secreted by
unstimulated macrophages per se, were able to enhance endothe-
lial cell proliferation, which was not likely further enhanced by
PGE2 production after contact with apoprotic cells [27], The impli-
cation of PGEZ production in the activation of macrophages by
Hospicells will be evaluated using PGE2-neutralizing antibody in
all models presented (Hospicells activated adenocarcinoma celis
and Hospicells activated macrophages),

In this study, we suggested that there is a tri-directional cross-
talk between Hospicells, adenocarcinoma cells and macrophages as
has previously been suggested for umaor cells and TAFs |46]. This
crosstalk is manifested by the fact that Hospicells induce the re-
lease of tumor-promoting. cyokines from adenccarcinoma cells
and macrophages which subsequently cause malignant cells to
proliferate, migrate, and invade, The Hospicelis-released cytokines
also affect the tumor microenvironment, leading to increased angi-
ogenesis and possibly to an elevated presence of cancer-supporting
macrophages in tumors, Targefing - interactions between Hospicells
and macrophages or cancer cells has potential to Improve ovarian
cancer treatment efficiency,
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2.3.Figures supplémentaires

Figure supplémentaire 1 : Détermination du phénotype moléculaire des Hospicells

A : * sont issus de Rafii et al. (7), ** sont issus de Pasquet et al. (229)

Techniques utilisées pour étudier I'expression des différents factéurs :Western Blot,? =
Zymographie® = RT-PCR}* = qRT-PCR

B : L'expression de Thrombospondin (THBS), Tenascin-C (TNC), Desmin (DES) et Matrix
metalloprotease-3 (MMP-3) sont étudiées dans les Hospicells et les fibroblastes par Reverse
Transcription PCR et visualisées dans un gel d’agarose 1%. Les tailles attendues des amplicons sot
respectivement de 287 pb, 205 pb, 210 pb et 186 pb.

C : Analyse de l'activité gélatinolytique des Hospicells. Les bandes blanches de 72 kDa et 62 kDa
révelent la présence de pro-MMP-2 et MMP-2 active. L’absence de bande blanche de 92 kDa indique
que la pro-MMP-9 n’est pas présente.

87



Figure supplémentaire 2: Détermination du type cellulaire responsable de la sécrétion
augmentée d’IL-8 dans le dialogue entre les cellules OVCAR-3 et les Hospicells

Les cellules OVCAR-3 transduites avec le shRNA scramble (OVCAR-3 shRNA scramble) ou les
cellules OVCAR-3 transduites avec le shRNA dirigé contre I'lL-8 (OVCAR-3 shRNA IL-8) sont
cultivées seules ou en association avec des Hospicells transduites avec le ShRNA scramble (Hospicell
shRNA scramble) ou des Hospicells transduites avec le shRNA dirigé contre I'lL-8 (Hospicells
shRNA IL-8) pendant 48 heures. Les concentrations d’lIL-8 sont quantifiées par la technologie ELISA.
Les histogrammes représentent les concentrations moyennes de trois expériences indépendant:
réalisées en triplicat. (Moyenne +/- Erreur Standard, * p < 0,05)

Figure supplémentaire 3 : Marquage ProSense680 in vitro

Les cellules contréles (HEK 293), les Hospicells et les macrophages murins sont ensemenceées sur de
boites de pétri de 3,5 cm de diameétre au jour 1. 18 heures aprées, 8 uL de ProSense680 (0,16 nmole
sont ajoutées aux cellules. 7 heures apres, les cellules sont fixées puis analysées au microscope
fluorescence. ProSense680 est détecté avec un filtre Cy 5.5. La superposition de chacune des images

éte réalisée pour localiser I'activité de la cathepsine.
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Figure supplémentaire 4 : Dialoguein vitro entre les Hospicells et les monocytes leucémiques
activés par du PMA (U937 et THP-1)

Les monocytes leucémiques U937 et THP-1 activés par du PMA sont cultivés seules ou en associatiol
avec des Hospicells pendant 48 heures. Les concentrations de XE@HL(-6 (B) et d’IL-8 (C) sont
guantifiées en utilisant respectivement les technologies ELISA VEGF, d'IL-6 et d’IL-8.

Les Histogrammes montrent une expérience représentative de trois expériences. (Moyenne +/-
Déviation Standard, * p < 0,001 comparé aux monocytes activés)
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Figure supplémentaire 5: Implication des cestrogenes dans le dialogue entre les cellules
OVCAR-3 et les Hospicells

Les cellules OVCAR-3 sont cultivées seules ou en association avec des Hospicells dans un milieu san
cestrogénes (+ ICI) ou sans (- ICI) Faslodex, inhibiteur de I'expression du récepteur des cestrogenes
une concentration de P® pendant 48 heures. Les concentrations d’IL-6 sont quantifiées par la
technologie ELISA. Les histogrammes montrent les concentrations moyennes de trois expériences
indépendantes réalisées en triplicats. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p < 0,05 comparé aux
cellules OVCAR-3 cultivées seules)
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Figure supplémentaire 6 : Sécrétiongn vitro et in vivo de TNFa et d’IL-1 a dans les interactions

entre les cellules tumorales ovariennes et les Hospicells

A etB : les cellules tumorales ovariennes (OVCAR-3, SKOV-3 et IGROV-1) sont cultivées seules ou
en association avec les Hospicells (+ Hospicells) ou en présence de milieu conditionné par les
Hospicells (+ SN Hospicells) pendant 48 heures. Les concentrations de TAFet d'IL-1a (B) sont
quantifiées par la technologie Luminex. Les contréles bas (Low control) et hauts (High control) sont
deux contrdles internes a la technologie Luminex. Le Low control correspond a la valeur en dessous de
laquelle la concentration de cytokine est négligeable. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p < 0,01
compareé au Low control)

C etD: Les concentrations de TNF{C) et d'IL-1a (D) dans les ascites de souris récupérées 20 jours
apres injection intrapéritonéale de cellules OVCAR-3 en association avec des Hospicells ou des
fibroblastes sont quantifiées par la technologie Luminex. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p < 0,01
comparé au Low control)

91



Figure supplémentaire 7 : Sécrétionsn vitro d’IL-10 dans les interactions entre macrophages
humains primaires et Hospicells

Les Hospicells sont cultivées seule§' listogramme) pendant 24 heures. Les macrophages humains
primaires sont cultivés seuls®(Bistogramme) ou en association avec du milieu conditionné par les
Hospicells (8 histogramme) pendant 24 heures. Les concentrations d’IL-10 sont quantifiées par
Luminex. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p < 0,01 comparé aux Hospicells seules ou aux
macrophages seuls)
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2.4.Discussion

Dans les travaux précédemment réalisés au sein de notre équipe, nous avons montré que le
Hospicells sont capables de favoriser la croissance tumorale ovarienne. Dans ce travail, nous avon
déemontré que les Hospicells et les cellules tumorales ovariennes sont capables de chimiotactisme enti
elles. Ces résultats permettent ainsi d’expliquer la co-localisation des Hospicells et des cellules
tumorales ovariennes au sein des tumeurs et la capacité des Hospicells a rejoindre les cellule
tumoralesin vivo lorsqu’elles sont injectées en intra-péritonéal, chez la souris immunodéprimée, 3
jours apres les cellules tumorales (9).

Afin de comprendre le mode d’action des Hospicells sur I'angiogenése tumorale, nous avons
étudié la capacité de ces cellules a activer la prolifération, la migration et la différenciation des cellules
endothélialesin vitro. Nous avons ainsi montré que les Hospicells seules ne sont pas capables
d’induire la prolifération et la différenciation des cellules endothéliales mais peuvent activer leur
migration. Si les effets observés des Hospicells seules sont restreints, nous avons mis en évidence qt
ces cellules sont capables d’établir un dialogue lignée spécifique avec les cellules tumorales
ovariennes. En effet, si les interactions entre les Hospicells et les cellules tumorales ovariennes
OVCAR-3 et IGROV-1 sont capables d’entrainer la migration des cellules endothéliales, seule une co-
culture entre des Hospicells et des cellules tumorales ovariennes SKOV-3 est capable d’induire la
différenciation de ces cellules.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la capacité des Hospicells a induire la sécrétion d
cytokines pro-angiogéniques, le VEGF, I'lL-6 et I'IL-8, par les cellules tumorales ovariennes (71, 77,
82, 83). Il a recemment été montré que I'lL-6 et I'lL-8 sont capables d’'induire la résistance des
cellules tumorales ovariennes au cisplatine et au paclitaxel, mettant ainsi en évidence l'intérét d’étudier
ces cytokines dans notre modele (74, 230). Alors que les Hospicells sécrétent des quantités
négligeables de ces cytokines, elles peuvent induire, indépendamment de tout contact cellulaire, lz
sécrétion de VEGF par les cellules SKOV-3 et d’IL-6 et d’IL-8 par les cellules OVCkRA8& 0. De
méme, la quantité d’IL-6 et d’IL-8 est significativement plus importante dans les ascites de souris
portant des tumeurs issues d’'une co-injection de cellules OVCAR-3 et d’'Hospicells comparé a une co-
injection de cellules OVCAR-3 et de fibroblastes. La sécrétion de VEGF, induite par les Hospicells
dans les cellules SKOV-3, permettrait notamment d’expliquer la capacité de ces deux types cellulaires,
cultivés en association, a induire la différenciation des cellules endothéliales.

Nous avons ainsi démontré que les Hospicells sont capables d’induire la sécrétion de cytokines
pro-angiogéniques dans les cellules tumorales ovariennes de maniére lignée tumorale spécifique
mettant ainsi en évidence des différences de réponse de ces cellules aux Hospicells. Les mutation
génétiques communes telles que celles de p53 ou de KRAS n'ont pas permis d’expliquer ces

différences. Etant donné que les cellules OVCAR-3 sont les seules lignées a exprimer le récepteur de
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cestrogenes parmi celles étudiées, nous avons testé I'éventuelle implication de cette voie de
signalisation cellulaire dans la sécrétion d’'IL-6 et d’IL-8 induite par les Hospicells. L'incapacité du
Faslodex, antagoniste et inhibiteur de I'expression du récepteur des cestrogéenes, a inhiber la sécrétic
d’IL-6 dans cellules tumorales OVCAR-3 induite par les Hospicells permet de conclure que cette voie
de signalisation cellulaire n'est pas impliquée dans la sécrétion de cette cytokine par les cellules
tumorales ovariennegigure supplémentaire 5). De méme, I'absence de Thifet d’'IL-1a dans les

milieux conditionnés par les cellules tumorales ovariennes, les Hospicells ou la co-culture des deux
types cellulaires, permet de conclure que ces deux voies de signalisation cellulaire ne sont pas
impliquées dans la sécrétion de cytokines pro-angiogéniques induite par les Hospicells. Des résultat:
similaires ont été obtenus vivo ou ces deux cytokines ne sont pas retrouvées dans les ascites de
souris portant des tumeurs issues d’'une co-injection de cellules OVCAR-3 et d’'Hospicpile (
supplémentaire §. Il est indispensable de déterminer la ou les voies de signalisation cellulaire
impliguées dans la sécrétion de cytokines pro-angiogéniques induite par les Hospicells afin
d’envisager une inhibition de ces effets sur la progression tumorale ovarienne. La recherche de ce:
voies fera I'objet de la quatrieme partie de ces résultats de these.

Les Hospicells activenin vitro les cellules tumorales ovariennes de maniére lignée spécifiqgue
alors quen vivo, la progression tumorale est activée par ces cellules quelle que soit la lignée cellulaire
étudiée. Afin d’expliquer cette contradiction, nous avons cherché d’autres partenaires cellulaires
potentiels des Hospicells au sein du microenvironnement tumoral. Nous avons ainsi montré que le
marqueur Prosens 680 permet de révéler une forte activité cathepsine dans les tumeurs issues d’une ¢
injection de cellules tumorales ovariennes (lignées OVCAR-3, SKOV-3 et IGROV-1) et d’'Hospicells
comparé aux tumeurs issues d’'une injection de cellules tumorales ovariennes seules. Ces donnée
suggerent que les Hospicells permettent un recrutement des macrophages et des neutrophiles au se
des tumeurs. Nous avons confirmé ce recrutement de macrophages en montrant que I'expression ¢
F4/80, exprimé par les macrophages de souris, est deux fois plus importante dans les tumeurs issues
co-injection de cellules OVCAR-3 et d’Hospicells comparé aux tumeurs issues d’une injection de
cellules OVCAR-3 seules.

Comme nous l'avons décrit précédemment (partie 2.9.8), les macrophages, et notamment le sous
type M2 et les macrophages associés aux tumeurs (TAMs), favorisent la progression tumorale
ovarienne. Nous avons ainsi débuté I'étude du profil cytokinique des macrophages activés par les
Hospicells. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux cytokines pro-angiogenique
étudiées précédemment. Nous avons montré que les Hospicells sont capables d’induire la sécrétio
d’IL-6 et de favoriser la sécrétion d’'IL-8 par les monocytes/macrophages humains privieaives
facteur sécrété. Les Hospicells induisent la sécrétion de VEGF par les monocytes/macsphages

contact cellulaire. Ces résultats ont été confirmés avec les lignées de monocytes leucémiques U937 ¢
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THP1 (Figure supplémentaire 4). Nous avons également mis en évidence que sous l'effet du milieu
conditionné par les Hospicells, les monocytes/macrophages humains primaires sécretent de I'lL-10,
cytokine dont I'expression caractérise plutdét des macrophages pro-tumoraux de type M2 (213). Il est
cependant nécessaire d’étudier en deétail le profil cytokinique des macrophages activés par les
Hospicells afin de définir plus précisément leur phénotype (M1, M2, TAM) et de déterminer leurs
fonctions associées. En effet, les macrophages ainsi activés pourraient induire I'angiogenese tumoral
ovarienne ou encore le processus métastatique. L'étude du phénotype des macrophages activés par |
Hospicells fait I'objet de la quatrieme partie de ces résultats de these.

Le phénotype et l'origine des Hospicells, malgré des similitudes avec les MSCs ou les CAFs,
demeurent encore inconnus. Au cours de ce travail, nous avons étudié I'expression et la sécrétion pe
les Hospicells de protéines impliguées dans des mécanismes tumoraux. Nous avons montré que le
Hospicells expriment des marqueurs spécifiques des CAFs tels que la thrombospondine, FAP, la
ténascine C et le PDGFR-et 3. Cependant, elles n’expriment pas la desmine ce8MA,
communément employés pour décrire les CAFs (231). Les Hospicells sécretent la MMP-2 sous sa pro:
forme et sa forme active, indiquant la capacité potentielle de ces cellules a réguler la composition de |z
MEC et a moduler linvasion des cellules tumorales ovariennes (133). Ces cellules expriment
également la COX-2, enzyme permettant notamment la synthése de prostaglandines dont les propriété
inflammatoires pourraient expliquer les effets des Hospicells sur la progression tumorale ovarienne. A
I'issue de ces résultats et des données préalablement connues sur les homologies entre les MSCs/CA
et les Hospicells, nous émettons I'hypothese que ce type cellulaire constitue un stade de différenciatior
intermédiaire entre les MSCs et les CAFs.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence I'existence d'un modele d’interaction tripartite
entre les Hospicells, les cellules tumorales ovariennes et les macrophages. Les Hospicells induisen
dans ces deux types cellulaires la sécrétion de cytokines pro-tumorales potentiellement responsable
d’'une augmentation de I'angiogenése, de la croissance tumorale, du processus métastatique et de
chimiorésistance. Ces résultats indiquent l'importance d’étudier plus précisément le phénotype et
I'origine des Hospicells, le profil des macrophages activés par ces cellules et leurs fonctions pro-
tumorales potentiellement associées, et les voies de signalisation cellulaires impliquées dans cett
activation. Nous avons ainsi mis en évidence un modéle original d’'interactions entre deux types
cellulaires du microenvironnement tumoral, les Hospicells et les macrophages, qu’il conviendrait de

cibler afin d’améliorer la prise en charge des patientes atteintes d’un cancer des ovaires.
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3. Réle des Hospicells sur 'activation des macrophages

3.1.Introduction

Nous avons montré que les Hospicells sont capables d’activer les macrophages qui sécrétent e
retour des cytokines telles que I'lL-10, I'lL-6, I'lL-8 et le VEGF. Cependant, les connaissances sur le
profil cytokinique des macrophages ainsi activés demeurent incomplétes et ne permettent pas de
déterminer avec certitude I'appartenance de ces cellules a un sous-type M1, M2 ou TAM. Dans cette
quatrieme partie des résultats, nous étudierons la sécrétion de molécules impliquées dans des process

tumoraux ou dans la définition des macrophages.

3.2.Profil cytokinique des macrophages activés par les Hospicells

Afin de déterminer la nature des monocytes/macroghagumains primaires activés par les
Hospicells, nous nous sommes intéressés a leur profil de sécrétion cytokinique aprés 48 heures d
culture en présence de milieu conditionné par les Hospicells. Une analyse a haut débit réalisée par |
technique Luminex nous a permis d’étudier I'éventuelle présence de 42 cytokines et chimiokines
humaines impliquées dans le recrutement et I'activation des cellules immunitaires mais aussi dans le
définition du sous-type de macrophage.

Nous pouvons observer que les Hospicells entrainent la sécrétion de nombreuses cytokines
associées aux macrophages M1 : t,-IL-1[3, IL-6, IL-8, IL-12 (forme p40 et p70), TNB; IFN-02,

IFN-y, MCP-1, IP-10 (IFNy-induced protein 10) et RANTES (Regulated and normal T cell expressed
and secreted)Hgure 15A). Cependant, ces macrophages ainsi activés sécrétent également des
cytokines régulierement associées aux macrophages M2 et aux TAMs : IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, VEGF, PDGF-AB et BB, TN, TGF3, MDC, MCP-1, MCP-3, eoxtaxin et Gro (213, 214, 232,
233) Figure 15B).

Les Hospicells sont donc capables, indépendamment de tout contact cellulaire, de polariser les
monocytes/macrophages humains primaires en un sous-type que nous qualifions de TAM-like,
partageant des caractéristiques communes avec les macrophages de type M1 et M2. En effet, bien qu
soit admis que les TAMs correspondent a un sous-type particulier de macrophages M2, des donnée
récentes de la littérature s’accordent a dire qu’ils correspondraient en réalité a un phénotype
hétérogéne de cellules présentant des propriétés de macrophages M1 et M2 et dont les fonction
seraient pro-tumorales (234). Les TAMs constitueraient ainsi un phénotype hétérogene dont la
plasticité serait soumise aux régulations du microenvironnement, permettant une activation de la

progression tumorale et du processus métastatique.
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Figure 15 : Profil cytokinique des monocytes/macrophages actives par les Hospicells

Des monocytes/macrophages humains primaires, des Hospicells ou des monocytes/madrophages
humains primaires en présence de milieu conditionné par les Hospicells sont cultivés pendant 48
heures. Les concentrations en 42 cytokines/chimiokines humaines sont déterminées par te¢hnologie
Luminex et représentées en fonction du sous-type de macrophage correspondant a leur gécrétion |
M1 (A) et M2/TAM (B). Pour une homogénéité de représentation, les concentrations des cytokines

suivantes ont été divisées par 10: W1L-12 (p40 et p70), TNKt, IFN-y, MCP-1, IP-10,
RANTES, IL-10, PDGF AB/BB, MDC et les concentrations des cytokines suivantes ont été
divisées par 100 : IL-1BIL-6, IL-8. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p < 0,01 comparé jaux

Hospicells seules ou aux macrophages seuls)

Les macrophages activés par les Hospicells sécretent de nombreuses chimiokines et cytokine
impliquées notamment dans le recrutement des macrophages :oMRAR-13, MCP-1, MCP-3,
RANTES, IP-10, IL-10, VEGF et PDGF AB/BB (232, 235-240). Ces données pourraient corroborer

les résultats obtenus vivo montrant que les tumeurs ovariennes co-injectées en association avec des
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Hospicells chez la souris présentent une infiltration de macrophages significativement plus importante
que les tumeurs issues de l'injection de cellules tumorales ovariennes seules (241).

Ces chimiokines ainsi produites, ainsi que les facteurs tels que Gro, eotaxin, MDC, sont également
impliquées dans le recrutement d’autres leucocytes tels que les lymphocytes ou les neutrophiles (236)
Les Hospicells pourraient ainsi constitu@g I'activation des macrophages, un régulateur clé dans la
composition du microenvironnement immunitaire dans le cancer ovarien.

Les macrophages activés par les Hospicells sétrdeancytokines telles que I'lL-6, I'lL-8, le
TNF-a, le TGF$ et le VEGF, décrites précédemment comme impliquées dans la progression tumorale
ovarienne et la chimiorésistance (introduction bibliographique, partie 2.2.2).

Nous émettons ainsi I’hypothese que les Hospicells sont capables d’activer les macrophages en u
phénotype hétérogéne TAM-like. Ces macrophages ainsi activés sont capables de sécréter d
nombreuses chimiokines permettant ainsi le recrutement de cellules immunitaires, notamment les
macrophages, vers le site tumoral et pourraient étre responsables des effets pro-tumoraux de
Hospicells observém vivo. Ces données corroborent ainsi les résultats obtenigo montrant que
les tumeurs ovariennes co-injectées en association avec des Hospicells chez la souris présentent ul
infiltration de macrophages significativement plus importante que les tumeurs issues de l'injection de

cellules tumorales ovariennes seules (241).

Nous avons réalisé des expériences complémentaires visant a déterminer la capacité des Hospicel
a induire la sécrétion de chimiokines dans les monocytes/macrophages. Pour des facilités de culture
nous avons utilisé des monocytes leucémiques U937 et THP1 activés 48 heures au PMA, cellules
communément utilisées pour étudier la différenciation et la fonction des monocytes/macrophages. Pal
une méthode a haut débit permettant une détermination semi-quantitative de protéines présentes dat
un surnageant de culture (membranes RayBiotech), nous avons déterminé le niveau de cytokine:
sécrétées par les cellules U937 et THP1 cultivées seules ou en présence de milieu conditionné par le
Hospicells.

Nous pouvons observer que les Hospicells sont capables de multiplier par quatre la production de
MCP-1 et d’entrainer une tres forte sécrétion de MCP-2, MCP-3 et RANTES dans les cellules U937
bien que la libération de MCP-4 ne soit pas modifilegure 16). Cependant, les cellules THP1 ne
produisent pas ces mémes facteurs en réponse au milieu conditionné par les Hospicells (résultats nc
montrés). Ces chimiokines sont hautement impliquées dans le recrutement des leucocytes tels que le
monocytes/macrophages (239). Il a notamment été montré que MCP-1 pourrait contribuer a
I'accumulation des TAMs dans le cancer ovarien (242). Ces chimiokines peuvent également contribuer
directement a la régulation de la progression tumorale. En effet, MCP-1 peut activer de facon directe

'angiogenese tumorale en se liant a son récepteur CXR2 sur les cellules endothéliales (243). De
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méme, il a été montré que RANTES peut favoriser la migration des cellules cancéreuses de la cavite

buccale par 'augmentation de la production de MMP-9 et activer la progression tumorale dans le
cancer du sein (244, 245).
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Figure 16 : Sécrétions in vitro de chimiokines dans les interactions entre les monocytes
leucémiques U937 et les Hospicells
A etB : Les monocytes leucémiques U397 activées au PMA pendant 48 heures sont cultives seuls
(A) ou en présence de milieu conditionné par les Hospid®)lpéndant 48 heures. Les quantités
relatives de MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 et RANTES sont déterminées sur membrane
RayBiotech.
C : Les histogrammes représentent la quantité relative moyenne de protéines extrapolée|de deux
spots révélés par autoradiographie et dont I'intensité est quantifiée par le logiciel PDQuest (BioRad)
et normalisée par rapport a l'intensité des contréles positifs. (Moyenne +/- Déviation Standarfd, * p <

0,001 comparé cellules U937 seu
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De plus, les Hospicells sont capables d’activer la sécrétion, bien que de fagcon plus minoritaire
comparé aux protéines étudiées ci-dessus, d’autres chimiokines telles que le pulmonary and activation
regulated chemokine (PARC), neutrophil-activating protein-2 (NAP-2) et 1-309 impliquées le
recrutement de leucocytes (résultats non montrés) (246-248).

Ces reésultats confirment le réle des Hospicells dans la composition du systéme immunitaire. En
effet, si ces cellules ne sont a priori pas capables de sécréter des chimiokines, leur action sul
l'activation des monocytes/macrophages permet d’entrainer de facon indirecte le recrutement de
macrophages et d’autres leucocytes. De plus, ces effets sur I'activation des macrophages pourraier

expliquer les roles des Hospicells dans la progression tumorale ovarienne.

3.3.Rdle des Hospicells sur le recrutement des macrophages

Nous avons montré que les Hospicells sont capables d’enti@inévo le recrutement de
macrophages au sein des masses tumorales (9). De plus, nous avons mis en évidence que d
monocytes/macrophages humains primaires et des monocytes leucémiques U937 activés par le
Hospicells sécretent de nombreuses chimiokines impliquées dans le recrutement de cellules
immunitaires, notamment les macrophages. Nous avons ainsi cherché a déterminer si les interaction
établies entre les Hospicells et les monocytes U937 pouvaient entrainer la migration d’autres
monocytes.

Nous avons réalisé des tests de migration en chambre de Boyden permettant de tester la capaci
des cellules THP1 et U937 activées au PMA a migrer vers ces mémes cellules cultivées seules ou e
présence d’Hospicells. Les Hospicells cultivées seules ne sont pas capables d’entrainer un recrutemel
de ces monocytes supérieur a notre contréle négatif (cellules HEK 293T, résultats non montrés). Nous
pouvons observer que l'association de cellules THP1 et d’'Hospicells ne permet pas d’entrainer une
augmentation de la migration de nouvelles cellules THARjufe 17A). Au contraire, la co-culture de
cellules U937 et d’'Hospicells entraine une augmentation significative du recrutement de cellules U937
par rapport a ces cellules cultivées seutegure 17B).

Ces résultats peuvent étre corrélés aux sécrétions de chimiokines observées précédemment. E
effet, nous avons montré que les interactions entre les cellules U937 et les Hospicells permettent |
sécrétion de protéines telles que les MCP (1, 2 et 3) et RANTES, impliquées dans le recrutement de
cellules immunitaires. Cette sécrétion de chimiokines pourrait ainsi expliquer la capacité des
Hospicells a induiren vitro le recrutement de cellules U937. De méme, nous pourrions justifier
I'incapacité des Hospicells a induire le recrutement de cellules THP1 par leur inaptitude & entrainer la
sécrétion de ces mémes chimiokines dans ces cellules.

Nous pouvons ainsi conclure que les Hospicells pourraient entrainer la sécrétion de chimiokines

par certains monocytes/macrophages (cellules U937 activées au PMA), induisant ainsi le recrutemen
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d’autres cellules immunitaires vers ces deux types cellulaires. Par extension, nous émettons
I'hnypothése quen vivo, les Hospicells n’auraient pas d’effet direct sur le recrutement de macrophages
au sein des masses tumorales. Cependant, elles seraient capables d’activer les macrophages di

présents dans les tumeurs, permettant la migration de nouvelles cellules immunitaires vers le site
tumoral.

A Migration des cellules THP1 vers différentes cellules
1,6 -
1,4 -

1,2

H Cellules Seules

i + Hospicells

Migration (unité arbitraire)
o
oo

0,4 -

0,2 -

HEK 293T THP1

+ Hospicells

Figure 17 : Test de migration de monocytes leucémiques in vitro

La capacité de monocytes leucémiques THP1 et U937 activés par du PMA a migrer vers dlautres
cellules est évaluée a l'aide de chambres de Boyden. Des monocytes leucémiques THP1 qu U937
sont ensemencés dans l'insert. Des cellules HEK 293T (contrble négatif), des monpcytes
leucémiques THP1A) ou U937 B) activés par du PMA sont ensemencées seules ou en assocjation
avec des Hospicells dans les puits. Chaque condition est réalisée en triplicat. Les cellules ayant
migré sont estimées par microscopie optique en comptant 9 champs par condition. Le potentiel de
migration est exprimé en valeur arbitraire ou le nombre de monocytes leucémiques (THP1 ou{U937)
ayant migré vers les cellules HEK 293T est fixé a un. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p <[0,001
comparé a la migration vers les monocytes leucémiques seuls)
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4.Voies de signalisation impliquées dans l'activation des cellules tumorales

ovariennes et des macrophages par les Hospicells

4.1.Introduction sur les voies de signalisation étudiées

Au cours des études précédentes, nous avons mis en évidence que les Hospicells sont capabl
d’entrainer la sécrétion de cytokines pro-tumorales par les cellules tumorales ovariennes et de polarise
les monocytes/macrophages. Afin de mieux comprendre le mode d'action des Hospicells et
d’envisager d'inhiber leurs effets, il est nécessaire de déterminer les voies de signalisation cellulaire
impliquées dans les réles pro-tumoraux de ces cellules.

Pour commencer cette étude, nous nous intéresserons aux voies potentiellement impliquées dans
sécrétion d’'IL-6, d’IL-8 et de VEGF par les cellules tumorales ovariennes et les macrophages. Nous
avons d'ores et déja montré que le TFet I'lL-1a ne sont pas sécrétés par les Hospicells et ne
peuvent donc pas induire la synthese de ces cytokines. De plus, nous avons démontré que le
cestrogenes ne sont pas impliqués dans la synthése d’IL-6 par les cellules tumorales ovarienne
OVCAR-3 (241).

Comme l'avons décrit précédemment (introduction bibliographique, partie 2.2.1), le LPA est un
lipide bioactif impliqué a tous les niveaux de la progression tumorale ovarienne. Ce facteur, sécrété pat
les cellules tumorales et de nombreuses cellules stromales, est impliqué dans la synthése d’'IL-6, d'IL-8
et de VEGF par les cellules tumorales ovariennes (46, 47, 249). Cependant, nous avons montré que le
Hospicells ne produisent pas de LPA et que l'inhibition de ses récepteurs dtAAA; par un
inhibiteur spécifique (Kil6425) dans les cellules tumorales ovariennes ne permet pas d’inhiber la
synthese de cytokines induite par les Hospicells (résultats non montrés).

Nous nous sommes intéressés a d’autres voies de signalisation : Fas Ligand, S1P, NO et COX-:
afin d’étudier leur implication dans les interactions entre les Hospicells, les cellules tumorales et les

monocytes/macrophages.

4.2.Voie de Fas Ligand

La liaison de Fas Ligand (ou CD95L), sous sa forme membranaire ou soluble, a son récepteur Fa:
(ou CD95) a d’abord été décrite comme induisant I'apoptose par la voie extrinseque (250). Cependant
des données récentes indiquent que cette voie pourrait étre responsable d'une activation de I
croissance tumorale (251gn effet, bien que les cellules tumorales ovarisremgriment le récepteur
Fas, ces derniéres sont résistantes a la mort cellulaire induite par la fixation de son ligand (252). De

plus, il a été montré que le Fas Ligand est responsable d’'une augmentation de la croissance tumoral
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de la production de liquide d’ascite et du potentiel métastatique dans des modéles de cancers ovarier
chez la souris (251).
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Figure 18 : Etude de I'implication de la voie de Fas Ligand dans la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8
par les cellules tumorales ovariennes et les monocytes

A : L'expression de la protéine Fas Ligand soluble (Fas L soluble, 26 kDa) est visualisée par
Western Blot dans les cellules HEK 293T (contrdle négatif), les cellules tumorales ovariennes
OVCAR-3 et les Hospicells. La tubuline est utilisée comme contréle interne.
B et C : Les cellules OVCAR-3 sont cultivées seules, en présence ou non de milieu condjtionné

(SN) par les Hospicells et en présence ou non d’'un anticorps dirigé contre Fas Ligand pendant 48
heures. Les concentrations d’'IL-B)(et d’IL-8 (C) sont quantifiées par la technologie ELISA.
(Moyenne +/- Déviation Standard)
D et E: Les monocytes leucémiques U937 et THP1 activés pendant 48 heures au PMA sont

cultivés seuls, en présence ou non de milieu conditionné (SN) par les Hospicells et en présence ou
non d’un anticorps dirigé contre Fas Ligand pendant 48 heures. Les concentrationsyletq (
d’IL-8 (E) sont quantifiées par la technologie ELISA. (Moyenne +/- Déviation Standard)

L’effet des Hospicells sur la sécrétion de cytokines dans les cellules tumorales ovariennes et les

monocytes/macrophages étant majoritairement dd a un facteur sécrété, nous nous sommes intéressé:
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I'implication de la forme soluble de Fas ligand. Nous avons ainsi étudié I'expression de cette protéine
dans les Hospicells, dans les cellules embryonnaires HEK 293T et dans les cellules tumorales
ovariennes OVCAR-3 dont nous savons qu’elles expriment faiblement Fas ligand soluble. Nous
pouvons observer que les Hospicells présentent une forte quantité de Fas ligand soluble
comparativement aux cellules HEK 293T et OVCAR-Rj(ire 18A).

Nous avons donc étudié la possible implication de cette sécrétion de Fas ligand soluble par les
Hospicells dans l'induction de la production d’IL-6 et d’IL-8 par les cellules tumorales OVCAR-3 et
les monocytes leucémiques U937 et THP1. Pour cela, nous avons utilisé un anticorps bloquant Fa:
Ligand afin d’empécher sa liaison a son récepteur. Nous pouvons observer que le blocage de Fa
Ligand ne modifie pas la capacité des Hospicells a induire la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 dans les
cellules tumorales ovariennes OVCARRdure 18B et Q et dans les monocytes leucémiques U937
et THP1 Figure 18D et B.

Nous pouvons donc conclure que la sécrétion de Fas Ligand pas les Hospicells nest pas
responsable de la synthese d'IL-6 et d'IL-8 par les cellules tumorales ovariennes OVCAR-3 et les
monocytes leucémiques U937 et THP1. Cependant, la sécrétion de Fas Ligand, un facteur récemmer
impliqué dans I'activation de la progression tumorale ovarienne, par les Hospicells souleve la question

de I'importance de cette protéine dans les effets pro-tumoraux de ces cellules.

4.1.Voie de la sphingosine-1-phosphate

Nous avons précédemment discuté des capacités de la sphingosine-1-phosphate (S1P) a induire
migration et I'invasion des cellules tumorales ovariennes (introduction bibliographique, partie 2.2.1).
Des travaux indiquent que les lysophospholipides, comprenant le LPA et la S1P, pourraient induire la
sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 par les cellules dendritiques (253). De plus, il a été montré que la S1P peut
activer la sécrétion d’'IL-8 dans les cellules épithéliales bronchiques humaines par I'activation de la
phospholipase D (254).

Nous avons observé que les Hospicells sont capables de sécréter de la S1P (193 pmol/mg d
protéines totales/minute), bien que leur niveau de production soit faible par rapport aux fibroblastes et
aux MSCs étudiéd~{gure 19A). Nous avons donc étudié I'éventuelle implication de cette sécrétion de
S1P par les Hospicells dans leur capacité a induire la production d’'IL-6 et d’IL-8 dans les cellules
tumorales ovariennes OVCAR-3 et les monocytes leucémiques U937. Pour cela, nous avons inhibé d
facon stable I'expression de la sphingosine kinase 1 dans les Hospicells.

L'inhibition de la production de S1P dans les Hospicells ne modifie par leur capacité a induire la
synthese d’IL-6 et d’'IL-8 dans les cellules tumorales ovariennes OVCAR3Bré 19B et Q et dans

les monocytes leucémiques U9Figure 19D et B). Il semblerait donc que la synthése de S1P par les
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Hospicells ne soit pas impliquée dans leur capacité a induire la synthése de ces cytokines

cellules tumorales ovariennes et les monocytes U937.
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Figure 19 : Etude de I'implication de la voie de la S1P dans la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 par les

cellules tumorales ovariennes et les monocytes

A : La quantité de S1P sécrétée par les fibroblastes, les MSCs et les Hospicells est déterminée pa

chromatographie sur couche mince et représentée par pmol de S1P produite par mg de protéin
par minute.

B etC : Les cellules OVCAR-3 sont cultivées seules ou en présence de milieu conditionné (SN)
Hospicells normales ou dont I'expression de sphingosine kinase 1 est inhibée (SPK-) peng
heures. Les concentrations d’'IL-8)(et d’IL-8 (C) sont quantifiées par la technologie ELISA
(Moyenne +/- Déviation Standard)
D etE : Les monocytes leucémiques U937 activés pendant 48 heures au PMA sont cultivés sey
présence de milieu conditionné (SN) par les Hospicells normales ou dont I'expression de sphi
kinase 1 est inhibée (SPK-) pendant 48 heures. Les concentrations @L& @’IL-8 (E) sont
guantifiees par la technologie ELISA. (Moyenne +/- Déviation Standard)
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4.2.Voie de I'oxyde nitrique

Poupotet al. ont montré que les Hospicells sont capables d’entrainer un effet immunosuppresseur
sur les lymphocytes T par la sécrétion d'oxyde nitrique (NO). Cette molécule et les enzymes
responsables de sa production, les oxyde nitrique synthases (NOS), sont connues pour présenter d
effets anti et pro-tumoraux (255). Il a notamment été montré que le NO est capable d’activer
I'angiogenesevia la synthese de VEGF dans de nombreux modeles tumoraux tels que les cellules de
glioblastome et de cancer hépatique (255, 256). Des travaux ont également mis en évidence que |
synthese d’'IL-6 et d’IL-8 pouvait étre induite par la production de NO (257). Il a par exemple été
montré que le NO favorise I'expression d’IL-8 dans les cellules de mélanome (258).

Afin d’étudier I'éventuelle implication de la voie du NO dans l'induction par les Hospicells de la
synthese de cytokines (IL-6, IL-8 et VEGF) par les macrophages, nous avons produit du milieu
conditionné par des Hospicells cultivées en présence d’un inhibiteur des NOS, le L-NAdEe (

20). Nous pouvons observer que l'inhibition de la production de NO dans les Hospicells n’entraine pas
de diminution de la synthése d’IL-6, IL-8 induite par ces cellules dans les macrophages. Cependant,
cette méme inhibition entraine une inhibition significative de la synthése de VEGF dans les

macrophages. Nous avons également observé que linhibition de la production de NO dans les
Hospicells ne modifie par leur capacité a induire une augmentation de la sécrétion d’IL-6 dans les

cellules tumorales ovariennes OVCAR-3 (résultats non montreés).
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Figure 20 : Etude de I'implication de la voie du NO dans la sécrétion de cytokines par les
monocytes/macrophages

Les monocytes/macrophages humains primaires sont cultivés seuls, en présence ou non de miliel
conditionné (SN) par les Hospicells et en présence ou non d’un inhibiteur de la NO synthase (
L-NAME, pendant 48 heures. Les concentrations d’IL-6, d’IL-8 et de VEGF sont quantifiées|par la
technologie ELISA. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p < 0,01)
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Ces données semblent donc indiquer que le NO, molécule sécrétée par les Hospicells, est impliqu
dans la synthese de VEGF par les monocytes/macrophages mais pas par les cellules tumorale
ovariennes SKOV-3. La synthese d’IL-6 et d’'IL-8 par ces cellules ne semble cependant pas liée a la
production de NO. Ces résultats, combinés au réle immunosuppresseur mis en évidence par Poupot

al. montrent I'importance de la sécrétion de NO dans les roles pro-tumoraux des Hospicells.

4.3.Voie de la cyclo-oxygénase

Comme nous l'avons vu précédemment (introductiohidghbaphique, partie 2.2.2), la sécrétion de
PGE associée a I'activation de COX-2, sont des facteurs de mauvais pronostic dans le cancer ovarien
impliqués dans I'activation de la prolifération, de I'angiogenése, de la chimiorésistance et 'inhibition
de l'apoptose des cellules tumorales ovariennes (59-61). De plus, il a été montré que BstPGE
capable d’entrainer la synthése d’IL-6 et d’IL-8 dans des fibroblastes et que sa présence est corrélé
avec I'expression de VEGF dans les cancers ovariens (259, 260).

Afin d’étudier la possible implication de la voie p#dhdant de la COX-2 et des PG dans la
sécrétion de cytokines (IL-6, IL-8 et VEGF) par les monocytes/macrophages et les cellules tumorales
ovariennes induite par les Hospicells, nous avons produit du milieu conditionné par des Hospicells
cultivés en présence d’'un inhibiteur de la COX-2, le NS-398. L’inhibition de cette enzyme dans les
Hospicells ne permet plus a ces cellules dinduire la sécrétion de VEGF dans les
monocytes/macrophages humains primaires mais ne modifie pas leur capacité a activer la synthés
d’IL-6 et d’IL-8 dans ces cellules-{gure 21A). Ces résultats suggerent que l'activité COX-2 dans les
Hospicells entraine la synthése de PG par ces cellules, permettant ainsi d’activer la sécrétion de VEGI
dans les macrophages. De plus, ces résultats montrent I'existence d’autres voies de signalisatiol
cellulaire permettant la synthese de cytokines telles que I'lL-6 et I'lL-8 dans les macrophages.

Etant donné que les cellules SKOV-3 constituent la seule lignée tumorale ovarienne testée capabl
de sécréter de facon majorée du VEGF sous l'effet des Hospicells, nous avons testé I'implication de la
voie COX-2 dans cette interaction cellulaire. Nous pouvons observer que l'inhibition de COX-2 dans
les Hospicells ne modifie pas leur capacité a augmenter la sécrétion de VEGF dans les cellules SKOV:
3 (Figure 21B). Ces données montrent que les Hospicells sont capables d’activer la synthése de VEGF
dans les monocytes/macrophages et certaines lignées tumorales ovariennes par des voies

signalisation différentes.

107



A 7000 -

B Macrophages

6000 | M +Inhibiteur COX-2 }:
= | M +SN Hospicells
% 5000
= o + Inhibiteur COX-2 + SN *
5 4000 - Hospicells
E 3000
8
8 2000
o

1000

0 T
-6 IL-8 VEGF
B 1600 ® Cellules SKOV-3
1400 - g inhibiteur coX-2

1200 | w4+ SN Hospicells
1000 +  m+Inhibiteur COX-2 +
SN Hospicells

400 -

Concentration VEGF (pg/mL)

200 -
0

Figure 21 : Etude de l'implication de la voie COX-2 dans la sécrétion de cytokines par les
monocytes/macrophages et les cellules tumorales ovariennes

A : Les monocytes/macrophages humains primaires sont cultivés seuls, en présence ou non de
milieu conditionné (SN) par les Hospicells et en présence ou non d’un inhibiteur de I'enzyme
COX-2 (NS-398) pendant 48 heures. Les concentrations d’'IL-6, d'IL-8 et de VEGF |sont
qguantifiées par la technologie ELISA. (Moyenne +/- Déviation Standard, * p < 0,001)
B : Les cellules tumorales ovariennes SKOV-3 sont cultivées seules, en présence ou non de milieu
conditionné (SN) par les Hospicells et en présence ou non d'un inhibiteur de 'enzyme COX-2
(NS-398) pendant 48 heures. Les concentrations de VEGF sont quantifiées par la technologie
ELISA. (Moyenne +/- Déviation Standard)
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Discussion
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1. ROle des Hospicells sur les cellules tumorales ovariennes

Le cancer ovarien constitue la quatrieme cause de déces pour les cancers féminins et la premier
en termes de mortalité des cancers gynécologiques. Cette pathologie est régulierement détectée a sta
avanceé et se caractérise le plus fréquemment par une dissémination péritonéale des cellules tumorale
la formation de liquide d’ascite et I'acquisition d’une chimiorésistance, notamment aux sels de platine,
a lissue d'un premier traitement. La compréhension de cette chimiorésistance et des processus
permettant I'activation de la progression tumorale ovarienne demeurent les problématiques majeures
dans la prise en charge du cancer ovarien. Bien que ces caractéristiques puissent étre attribuées a ¢
propriétés intrinseques des cellules tumorales, il est désormais clairement établi qu’elles sont
eégalement hautement régulées par le microenvironnement turAomraxe 3). Au sein du stroma
ovarien, nous nous intéressons a un type cellulaire original isolé a partir de liquide d’ascite de patientes
atteintes d’'un cancer ovarien de stade lll, les Hospicells.

Des travaux précédents réalisés au sein du laboratoire ont montré que ces cellules sont capables
favoriser la croissance tumoratevivo par, entres autres, une augmentation de I'angiogenese dans des
tumeurs ovariennes injectées chez la souris immunodéprimée (9, 261). Nous nous sommes intéresst
aux interactions établies entre les cellules tumorales ovariennes et les Hospicells afin de déterminer s
celles-ci sont suffisantes pour activer le processus angiogénique. Nous avons démontré que le:
Hospicells sont capables, par un facteur sécrété, d’augmenter la libération d’IL-6 et d'IL-8 par les
cellules tumorales ovariennes OVCAR-3 et de VEGF par les cellules SKOV-3 (241FRfkE (22).

Nous avons également montré duoevitro, les Hospicells, seules ou en association avec les cellules
tumorales ovariennes activent I'angiogenése de facon limitée. Nous avons donc mis en évidence
I'existence d'interactions lignées spécifiquis vitro alors que les Hospicells sont capables de
favoriser la croissance tumorale ovarienne quelle que soit la lignée uiiliséeo. Ces données
indiquent que les Hospicells favorisent également la progression tumorale ovarienne en agissant de

facon indirecte avec d’autres cellules du microenvironnement.

2. Réle des Hospicells dans I'activation des macrophages

Nous avons montré que les tumeurs ovariennes co-injectées avec des Hospicells dans les sour
immunodéprimées présentent un recrutement de macrophages significativement plus important que le
tumeurs issues d’'une injection de cellules tumorales seules (241). Les Hospicells sont donc capable
d’entrainer la migration des macrophages vers le site tumoral et ainsi de réguler la composition en
cellules immunitaires du microenvironnement.

Nous avons également mis en évidence la capacité des Hospicells a induire la polarisation de

monocytes/macrophages humains primaires en un phénotype hétérogéne partageant de
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caractéristiques M1 (ILd, IL-1B3, IL-6, IL-8, IL-12 p40, IL-12 p70, TNF, IFN-a2, IFN-y, MCP-1,

IP-10 et RANTES) et M2 (IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, PDGF-AB et BB, TNE-TGF {3,

MDC, MCP-1, MCP-3, eoxtaxin et Gro) que nous avons caractérisé de « TAM-kgusd 22). En

effet, si la littérature réalise régulierement la dichotomie entre les macrophages de type M1, anti-
tumoraux, et les macrophages de type M2, pro-tumoraux, une quantité croissante de données monti
qgue les TAMs partageraient en réalité des propriétés de ces deux sous-types cellulaires (234, 262). Le
monocytes/macrophages activés par les Hospicells présentent également de nombreuses similitude
avec les macrophages M2d isolés par Dudtical. a partir d’ascites tumorales ovariennes ou
différenciés au contact de milieu conditionné par des cellules tumorales ovariennes (216). Ces cellules
sont en effet caractérisées par I'expression d’IL-6, d’'IL-10, PGRais €également pas I'expression

de la molécule immunosuppressive B7-H4 (223, 224). Il sera nécessaire de déterminer I'éventuelle
expression de cette molécule par les monocytes/macrophages activés par les Hospicells afin di
comparer leur phénotype a celui des macrophages M2d.

Nous avons montré que les monocytes/macrophages activés par les Hospicells libérent de:s
cytokines/chimiokines impliquées dans le recrutement de macrophages aMNR-1(3, MCP-1,

MCP-3, RANTES, IP-10, IL-10, VEGF et PDGF AB/BB (232, 235-240). De méme, les Hospicells
sont capables d’activer la synthese de chimiokines (MCP-1, MCP-2, MCP-3 et RANTES) dans des
monocytes leucémiques U937 et d’entrainer leur recrutemeitto. Devant I'incapacité a montrer la
synthese de chimiokines par les Hospicells, nous émettons I'hypothése que ces cellules sont capable
d’'activer la synthése de telles molécules par les macrophages résidents au niveau du site tumora
permettant, par effet rebond, le recrutement de nouveaux monocytes/macrophages au sein des tumeur

De plus, nous avons mis en évidence la sécrétion par les monocytes/macrophages actives par le
Hospicells de cytokines (IL-6, IL-8, VEGF, TNi-et TGFf) précédemment décrites comme
impliquées dans la progression tumorale ovarienne (introduction bibliographique, partie 2.2.2). Des
chimiokines telles que MCP-1 sont également impliquées dans la régulation de la progression
tumorale. En effet, cette protéine est capable d’entrainer le recrutement de monocytes inflammatoire:s
permettant d’activer les métastases dans le cancer du sein (263).

Cependant, les monocytes/macrophages cultivés en présence de milieu conditionné par les
Hospicells sécretent également les deux isoformes de I'lL-12 : p70 (hétérodimére de sous-unités p40 €
p35) et p40 (homodimere de sous-unités p40). L'expression de l'lL-12 p70 est associée aux
macrophages de type M1 et a des effets anti-tumoraux, notamment par I'induction de la sécrétion
d’'IFN-y par les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK (213, 264). Cette cytokine présente des
activités tumoricides et peut entrainer une inhibition de l'angiogenese (264, 265). En revanche,
I'isoforme IL-12 p40 est un inhibiteur spécifique de I'lL-12 p70 et permet ainsi d’empécher ses

fonctions anti-tumorales (266). Les monocytes/macrophages activés par les Hospicells sécrétent ains
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de I'lL-12 p70 correspondant aux macrophages anti-tumoraux de type M1 et dont les fonctions, bien
gu’anti-tumorales, pourraient étre inhibées par la sécrétion d’IL-12 p40.

Afin d’en savoir plus sur le phénotype des monocytes/macrophages activés par les Hospicells, il
sera nécessaire de déterminer leur profil d’antigénes de surface. En effet, les macrophages de type M
sont régulierement associés a I'expression de CD80 alors que les macrophages de type M2 exprimer
CD163 et CD206 (récepteur au mannose). Pour ce faire, nous avons initié depuis peu a I'Institut
Claudius Regaud une étude visant a déterminer le phénotype des macrophages infiltrants les tumeu
dans 30 préléevements différents de patientes ayant été traitées pour un adénocarcinome ovarie
pendant les dix dernieres années. Nous espérons corréler un phénotype de macrophages au grade ¢
tumeurs et a leur pronostic en termes d’évolution ou de chimiorésistance.

Nous nous intéresserons aux effets des interactions entre les Hospicells et les
monocytes/macrophages sur la progression tumorale ovarienne. En effet, si les Hospicells activent
I'angiogenesen vitro de facon limitée, il est possible que leur capacité de recrutement et d’activation
des macrophages soit a I'origine de 'augmentation de la vascularisation des tumeurs. Les TAMs ont
été largement décrits comme impliqués dans l'activation de I'angiogenese tumorale, notamment par la
production de VEGF-A (4, 217, 218, 267). Dans le cancer ovarien, la présence de ces cellules es
corrélée avec la densité vasculaire des tumeurs et la production de liquide d’ascite. Nous étudierons
donc la capacité de l'association entre les Hospicells et les monocytes/macrophages a activel
I'angiogenese in vitro.

De méme, nous pourrons nous intéresser aux effets de ces macrophages ainsi activés et recrut
par les Hospicells sur la chimiorésistance des tumeurs ovariennes. Il a été montré que I'inhibition du
recrutement des macrophages a l'aide d’un anticorps bloquant le CSF-1 entraine une augmentation d
la sensibilité des tumeurs mammaires au paclitaxel, corrélée a une augmentation de la survie de
lymphocytes T CD8 (268). De plus, les macrophages exprimant la cathepsine sont capables de
protéger les cellules tumorales mammaires de la mort cellulaire induite par le taxol, I'étoposide et la
doxorubicine (269). La cathepsine est une protéase surexprimée dans de nombreux cancers, impliqué
dans la progression tumorale et dont Il'inhibition pourrait constituer une nouvelle perspective
thérapeutique (270, 271). Les macrophages recrutés et activés par les Hospicells pourraient ains
induire des effets pro-tumoraux, notamment une induction de la chimiorésistance, par I'expression de
ces protéines. Cependant, aucun travail n'a actuellement étudié le rbéle des TAMs dans la
chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes. Nous étudierons ainsi la capacité des
monocytes/macrophages activés par les Hospicells a protéger les cellules tumorales ovariennes d
I'apoptose induite par le carboplatine et le taxol, représentant les traitements conventionnels dans le

cancer ovarien.
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Nous avons donc montré que les Hospicells sont capables d’entrainer le recrutement de
monocytes/macrophages et d’activer leur polarisation en un phénotype TAM-like. Bien que le r6le de
ces cellules dans la progression tumorale ovarienne ne soit pas encore déterminé, ces macrophag
ainsi activés sécretent de nombreuses cytokines qui pourraient étre a l'origine des effets pro-tumorau

des Hospicells observés in vivo.

3. Voies de signalisations impliqguées dans les roles pro-tumoraux des Hospicells

Nous avons pu observer que la capacité des Hospa@tiduire la synthése de cytokines dans les
cellules tumorales ovariennes ou les monocytes/macrophages sont globalement indépendantes de to
contact cellulaire et seraient ainsi dues a un facteur sécrété (241). Nous avons cherché a déterminer
nature de ce ou ces facteurs sécrétés en étudiant les voies de signalisation cellulaire connues dans
littérature pour étre impliquées dans la synthese d’IL-6, d’'IL-8 et de VEGF.

Nous avons dans un premier temps montré que bileflle TNFea, ne sont pas sécrétés par les
Hospicells. Elles ne sont donc pas impliguées dans cette induction de synthése de cytokines pas le
Hospicells (241).

Les Hospicells sécretent une quantité importante de Fas ligand. Bien que cette protéine soit &
I'origine impliquée dans l'induction de la mort cellulaire par apoptose (voie extrinseque), de nombreux
travaux démontrent ses capacités pro-tumorales (251). Nous avons montré que la sécrétion de Fe
ligand par les Hospicells n'est pas impliquée dans la synthése d'IL-6 et d’IL-8 par les cellules
tumorales ovariennes OVCAR-3 et les monocytes leucémiques U937 et THP1. Cependant, il faudra
s’intéresser aux effets de cette sécrétion afin de déterminer notamment si elle peut entrainer I'apoptos
des cellules tumorales ovariennes ou si au contraire elle peut favoriser leur prolifération.

Nous avons également mis en évidence une sécrétemgue faible, de S1P par les Hospicells.

Bien que cette molécule ne soit pas impliquée dans la synthese de cytokines induite par les Hospicell
dans les cellules tumorales ovariennes et les monocytes/macrophages, il n’est pas a exclure qu’ell
puisse présenter des roles dans la progression tumorale ovarienne. En effet, la S1P active la migratio
et l'invasion des cellules tumorales ovariennes (56-58). De plus, il a été montré dans d'autres
localisations tumorales telles que le cancer du sein que le S1P peut favoriser la progression tumorals
ovarienne en activant I'angiogenese et la lymphangiogenése (272). L'utilisation des Hospicells

inhibées pour I'expression de sphingosine kinase dans des modéles de carcinose péritonéale chez

souris immunodéprimée nous permettront de déterminer l'importance de la S1P sécrétée par ce:
cellules dans la progression tumorale ovarienne.

Poupotet al. ont mis en évidence un réle immunosuppresseur des Hospicells sur les lymphocytes

T via la synthése de NO (8). Etant donné que cette molécule peut également induire la synthése d’IL-6
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d’IL-8 et de VEGF, nous avons étudié son implication au sein de notre modele d’interaction entre les
Hospicells et les monocytes/macrophages (255-258). Nous avons montré que l'inhibition de la
syntheése de NO a l'aide d’'un inhibiteur de NOS entraine une diminution partielle de la production de
VEGF induite par les Hospicells dans les macrophages mais ne modifie pas les sécrétions d’IL-6 et
d’IL-8. Il serait intéressant de déterminer les autres fonctions de cette production de NO par les
Hospicells, notamment sur leur capacité a activer I'angiogenése tumorale (9). Les données concernar
les roles de la production stromale de NO dans la régulation de la progression tumorale sont
controversées. En effet, si certains travaux montrent des capacités tumoricides du NO sur des modele
de fibrosarcomes chez la souris, il a également été mis en évidence que cette molécule peut induire |
croissance tumorale dans le mélanome en activant I'expression de VEGF et I'angiogenese (255, 273
274). Le NO pourrait donc constituer une molécule clé dans les fonctions pro-tumorales des Hospicells
en permettant notamment l'induction de la synthése de VEGF dans les macrophages et une
immunosuppression des lymphocytes T (8).

Nous avons étudié la possible implication de I'axe COX-2/P@dhs I'activation des cellules
tumorales ovariennes et des macrophages. En effet, cette voie de signalisation a largement été décri
comme de mauvais pronostic et favorisant la progression tumorale ovarienne (59-62). Nous avons
montré que l'inactivation de COX-2 dans les Hospicells supprime leur capacité a induire la synthese
de VEGF dans les monocytes/macrophages humains primaires mais ne modifie pas leurs effets sur |
synthese de cette cytokine dans les cellules tumorales ovariennes SKOV-3. De plus, I'inactivation de
cette voie ne modifie pas les séecrétions d’IL-6 et d’IL-8. Ces résultats, ainsi que ceux obtenus pour le
NO, mettent en avant la multiplicité des voies de signalisation cellulaire impliquées dans le role des
Hospicells sur la synthése de cytokines pro-angiogéniques. Il sera nécessaire de détermines,si la PGE
issue de la dégradation de l'acide arachidonique par la COX-2 et potentiellement produite par les
Hospicells, est responsable des effets observés sur la synthese de VEGF. Des travaux récents indique
que la PGE, en association avec une stimulation bactérienne ou au LPS, permet la sécrétion de MCP-1
et ainsi le recrutement de TAMs au sein de tumeurs gastriques (275). La sécrétion,qmiPIe&
Hospicells pourrait donc étre a l'origine de son effet sur l'activation et le recrutement des
macrophages. L'expression de COX-2 dans le cancer ovarien est associée a une résistance a
chimiothérapie, notamment au platine (276). Cependant, des travaux contradictoires indiquent que
I'inhibition de COX-2 par du NS-398 entraine une diminution de I'apoptose induite par le paclitaxel
(277). 1l convient donc de déterminer I'implication de la voie de la COX-2 dans la chimiorésistance
induite par les Hospicells. Nous déterminerons donc si I'inhibition de cette enzyme dans les Hospicells
diminue leur capacité a protéger les cellules tumorales ovariennes de la mort cellulaire induite par le

carboplatine et le taxol.
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Nous avons montré que les Hospicells sont capabtetude la synthése d’IL-6 et d’'IL-8 dans les
cellules tumorales ovariennes OVCAR-3 et de VEGF dans les cellules SKOV-3. Ces résultats mettent
en avant des différences moléculaires entre les lignées cellulaires ovariennes étudiées qu’il convient d
déterminer afin de mettre en évidence un « critere de réponse » aux Hospicells. Nous savons que le
cellules tumorales OVCAR-3 sont la seule lignée parmi celles étudiées a exprimer le récepteur des
cestrogénes. Cependant, nous avons mis en évidence que ces molécules ne sont pas impliquées dans
interactions entre les cellules tumorales ovariennes et les Hospicells.

Parmi les voies de signalisations non testées a ce jour, certaines pistes demeurent a explorer. E
effet, nous avons pu observer que les Hospicells sont capables de sécréter du PDGF-AA (résultats na
montrés). Cet homodimere de deux chaines polypeptidiques A peut se lier aux récegetebidu
PDGF (PDGFRa et PDGFRB). Des travaux indiquent que cette protéine est capable d’entrainer la
sécrétion d’IL-6 dans des cellules ostéoblastiques, d'IL-8 dans des synoviocytes (cellules de la
membrane synoviale) proches des fibroblastes et de VEGF dans des cancers du poumon non a petiti
cellules (278-280). Il faudra donc déterminer I'implication de la voie du PDGF dans les interactions
entre les Hospicells et les cellules tumorales et/ou les monocytes/macrophages. Nous déterminerons |
I'inhibition de cette protéine ou de ses récepteurs permet de supprimer la capacité des Hospicells ¢
induire la sécrétion de cytokines dans les cellules tumorales ovariennes et les monocytes/macrophage
Il a également été montré que le PDGF peut entrainer une activation de la progression tumorale er
agissant notamment sur I'angiogenese et le processus métastatique (281, 282). De plus, I'inhibition de:
PDGFR dans des modéles tumoraux réalisés chez la souris, ou I'expression de ces récepteurs €
restreinte au stroma, entraine une sensibilisation des tumeurs a différentes chimiothérapies telles que |
taxol ou le 5-fluorouracile (283). Il conviendra donc de déterminer I'importance de la sécrétion de
PDGF-AA par les Hospicells dans la progression tumorale ovarienne.

La redondance des voies de signalisation cellulaire est également a prendre en compte dans let
étude. En effet, il n'est pas a exclure que les effets de I'inhibition d’une voie de signalisation soient
compenseés par une voie paralléle.

Devant cette constatation et les difficultés a mhéitger les voies de signalisation cellulaire
impliquées dans la synthése de cytokines induite par les Hospicells, nous réaliserons des stratégie:
«sans a priori » visant a déterminer la nature protéique ou lipidique des facteurs sécrétés par le
Hospicells. En effet, nous traiterons le milieu conditionné par les Hospicells & haute température afin
d’en dénaturer les protéines. De plus, nous séparerons les facteurs contenus dans ce milieu en fonctic
de leur poids moléculaire a I'aide de filtres, permettant ainsi de dissocier les facteurs lipidiques des
facteurs protéiques. Les résultats préliminaires obtenus avec ces techniques semblent montrer que I

sécrétions d’IL-6 et d’'IL-8 par les cellules tumorales ovariennes ne peuvent étre induites que par la
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fraction protéique du milieu conditionné par les Hospicells. Bien que ces expériences soient a
reproduire, elles nous permettront d’affiner nos connaissances sur le mode d’action des Hospicells.

Il est également nécessaire de déterminer la nature des voies de signalisation cellulaire impliquée:
dans [l'activation des macrophages. Nous avons mis en évidence des similarités entre les
monocytes/macrophages activés par les Hospicells et les macrophages M2d dont la différenciatior
serait induite par I'lL-6, LIF et 'oncostatin M (OSM) (216). Bien que les Hospicells ne sécrétent pas
d’IL-6, il serait intéressant d’étudier leur capacité a produire les facteurs LIF et OSM et de déterminer
leur potentielle implication dans la capacité de ces cellules a polariser les macrophages en un
phénotype pro-tumoral.

La compréhension du mode d’action des Hospicells permettra d’envisager de nouvelles cibles
thérapeutiques permettant d’inhiber I'effet de ces cellules et ainsi d’améliorer la prise en charge des
patientes atteintes d’'un cancer des ovaires. De plus, la découverte de telles voies de signalisatio
pourrait permettre la mise en évidence de facteurs pronostics de la présence d’Hospicells au sein de

masses tumorales ovariennes.

4. Role des Hospicells dans la chimiorésistance

Les travaux de Rafiiet al. ont montré que les Hospicells sont capables de favoriser la
chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes par un échange membranaire de protéines d’efflu
de molécules chimiothérapeutiques (7). Si ces résultats impliquent un contact cellulaire, nous avons
récemment montré au laboratoire que les Hospicells sont capables de favoriser la résistance de
cellules tumorales ovariennes au carboplatine par un facteur sécrété. En effet, dans une publicatiol
actuellement en révision dans Cell Death and Disease, nous avons montré que les Hospicells entraine
une diminution de I'activation des caspases effectrices (3 et 7) et une activation d’Akt, protéine clé de
la voie de survie cellulaire, et de X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), protéine anti-
apoptotique de la famille des inhibitor of apoptosis proteins (IAPs), dans les cellules tumorales
ovariennes traitées au carboplatiAarjexe 1).

Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire ont montré que I'utilisation d’un inhibiteur des
IAPs permettrait de supprimer la chimiorésistance des cellules tumorales ovariennes au carboplatine
induite par les Hospicells. Ces résultats conforteraient nos hypothéses montrant que [I'effet
chimioprotecteur des Hospicells est di a I'activation de la protéine anti-apoptotique XIAP.

Les Hospicells sont donc capables d’augmenter la résistance des cellules tumorales ovariennes at
chimiothérapies telles que le carboplatine et pourraient ainsi constituer un microenvironnement
propice au développement d’'une chimiorésistance dans le cancer ovarien, problématique majeure dar

cette pathologie. Nos résultats viennent s’ajouter a la quantité croissante de données montran
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'importance du microenvironnement tumoral dans la chimiorésistance, comme l'atteste notre revue
bibliographique sur le sujet (29Miinexe 2). En effet, bien que les caractéristiques intrinseques des
cellules tumorales, telles que I'existence de cellules souches cancéreuses, sont impliquées dans c
processus, cibler le microenvironnement constitue une cible de choix dans 'amélioration de la prise en
charge des cancers ovariens.

Ces observations confortent nos hypothéses concernant les Hospicells et les MSCs. En effet
Roodhartet al. ont récemment montré que des MSCs endogenes traités par des analogues du platine
sont capables de favoriser la chimiorésistance des cellules tumorales a plusieurs chimiothérapies (dor
le cisplatine) par la sécrétion d’acides gras polyinsaturés. La libération de ces acides gras par les MSC

serait controlée par les voies de la COX-1 et de la thromboxane synthase (TXAS) (261).

5. Origine et nature des Hospicells

Les Hospicells ont initialement été définies par leur morphologie pseudo-fibroblastique, une forte
affinité pour les cellules tumorales et I'expression de CD9, CD10, CD29, CD146 et CD166 (7). Cette
combinatoire de marqueurs ne correspondant a aucune lignée cellulaire connue, nous avons poursui
I'exploration du profil d’expression antigénique et cytokinique des Hospicells afin de déterminer leur
origine et leur nature.

Nous avons montré que les Hospicells expriment la thrombospondine, FAP, la ténascine C et les
PDGFRa et B, spécifigues des CAFs, mais n’expriment cependant pas la desmioeSHIA,
régulierement associés a la définition de ces cellules (9, 231, 241). De méme que les fibroblastes
« normaux » et les CAFs, les Hospicells sont capables de sécréter la MMP-2 sous sa forme inactive €
active (132, 133, 231). Cette protéase de la matrice permet d’activer I'invasion des cellules tumorales
ovariennes et pourrait ainsi préfigurer d’'un role des Hospicells dans la dissémination tumorale au
péritoine et, de maniére globale, dans la régulation de la composition de la MEC (133). Les Hospicells,
outre leur morphologie pseudo-fibroblastique, partagent donc des caractéristiques communes avec le
CAFs telles que I'expression de marqueurs caractéristiques de ces cellules et une possible implicatiot
dans la régulation de la MEC.

Des travaux précédents ont montré des homologies entre les Hospicells et les MSCs telles que |
morphologie, I'expression de CD29 et CD166 ou encore la capacité a se lier aux cellules tumorales (7.
9, 225). Les Hospicells présentent des capacités immunosuppressives induites par la sécrétion de NC
propriétés également mises évidences avec les MSCs (8, 228, 284). Cependant, les Hospicell
n'expriment pas les antigenes de surface CD73, CD90 et CD105, et ne possedent pas la capacité de
différencier en adipocytes, chondrocytes et ostéocytes. Ces caractéristiques définissent classiquemel

les MSCs et pourraient ainsi indiquer que les Hospicells ne sont pas des cellules « souches » (170). Il
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été montré qu’'au sein du microenvironnement tumoral ovarien, les MSCs sont capables de se
différencier en CAFsia une stimulation par le LPA (175). Ces données mettent en valeur la plasticité

de ces cellules souches et leurs capacités a se différencier au contact de signaux provenant du strorm
Nous émettons ainsi I'hypothese que les Hospicells, cellules retrouvées au sein du
microenvironnement péritonéal, constituent un type cellulaire intermédiaire entre les MSCs et les

CAFs dont la différenciation aurait été activée par le stroma.

Récemment, des MSCs associees aux tumeurs (CA-MSCs) ont été isolées par #lclean
partir de tumeurs ovariennes. Ces cellules conservent leurs capacités de différenciation mais differen
des MSCs « naifs » par la sécrétion de BMPs (178). Les Hospicells, retrouvées au contact des cellule
tumorales ovariennes, présentent des homologies avec les MSCs et pourraient ainsi correspondre a |
phénotype de CA-MSCs.

Parmi les types cellulaires auxquels pourraient étre apparentés les Hospicells, les cellules
mésothéliales ont également été envisagées. En effet, ces cellules tapissant la cavité péritonéal
pourraient s’exfolier et ainsi interagir avec les cellules tumorales ovariennes disséminées dans le
liquide d’ascite. Cependant, nous avons montré que les Hospicells, contrairement aux cellules
meésothéliales, ne sécretent pas d’IL-6 ou de LPA (186, 187). Afin d’étudier d’éventuelles homologies
entre les cellules mésothéliales et les Hospicells, il serait intéressant de déterminer si ces cellules sor
capables d’exprimer des molécules d’adhésion cellulaire tel que I'acide hyaluronique (116).

Tout d’abord détectées dans le cancer ovarien, les Hospicells ont également été retrouvées dar
certaines tumeurs mammaires ou leur présence est corrélée avec le nombre de métastases dans
ganglions lymphatiques (285). Dans ce contexte, les Hospicells sont capables d’interagir avec les
cellules tumorales mammaires MDA-MB-234a un phénoméne de trogocytose oncologique. Cet
échange membranaire induit la sécrétion de facteurs solubles permettant dans les cellules tumorale
I'expression de N-cadherin, impliquée dans la TEM et constituant une étape clé du processus
métastatique (286). Ces facteurs solubles pourraient étre le collagene |, 'EGF, 'HGF ou e aiGF-
étre libérés par les Hospicells ou les cellules tumorales (285).

Les Hospicells ne seraient donc pas restreintes aux seules localisations ovariennes et péritonéale
mais pourraient étre retrouvées dans de nombreux organes. Au sein d’autres modeles tumoraux, de
cellules proches des Hospicells pourraient étre présentes dans le microenvironnement tumoral e

correspondre a un stade de différenciation intermédiaire entre les MSCs et les CAFs.
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6. Les Hospicells au sein du microenvironnement tumoral ovarien

Au cours de ces travaux, nous avons mis en évidence la capacité des Hospicells a interagir avec le
autres cellules du microenvironnement. Nous avons observé une activité cathepsine significativement
plus importante dans les tumeurs ovariennes co-injectées avec des Hospicells dans des souri
immunodéprimées gque dans les tumeurs ovariennes injectées seules (241). Cette activité correspond
une infiltration majorée de macrophages mais aussi de neutrophiles. Si le réle de ces cellules au sei
du microenvironnement tumoral, notamment ovarien, reste peu étudi€, de nombreuses études
démontrent I'existence de neutrophiles associés aux tumeurs (TAN). Ces cellules possédent
majoritairement des activités pro-tumorales telles qu’une activation de la croissance tumorale, de
I'angiogenese et le développement de métastases (neutrophiles N2) mais peuvent également présent
des activités cytotoxiques et inhiber le développement des tumeurs (neutrophiles N1) (211). De méme
gque pour les macrophages, le contexte tumoral et I'environnement cytokinique définissent le
phénotype des neutrophiles et leurs propriétés. Le F&erait notamment impliqué dans la
différenciation de ces cellules en un phénotype pro-tumoral N2 (211). Nous avons montré que les
monocytes/macrophages activés par les Hospicells sécrétent les chimiokines G, eTNFFNy
impliquées dans le recrutement des neutrophiles et dupli@ipliqué dans leur différenciation en un
phénotype pro-tumoral (211). Ces résultats, combinés a I'activité cathepsine observée dans les tumeur
ovariennes co-injectées avec des Hospicells, indiquent que ces cellules pourraient entrainer le
recrutement et I'activation des neutrophiles.

Les Hospicells possedent des capacités immunosuppressives, activent et entrainent le recruteme
des monocytes/macrophages et pourraient également interagir avec les neutrophiles (8, 9). De plus
nous avons montré que les monocytes/macrophages activés par les Hospicells sécretent de nombreus
chimiokines dont Gro, eotaxin et MDC permettant le recrutement des leucocytes (287). L'ensemble de
ces données montre que les Hospicells présentent un role clé dans la régulation de la composition d
systéme immunitaire.

Les Hospicells sont des cellules pro-tumorales agissant de fagon directe sur les cellules tumorale:
mais aussi de facon indirecte sur les cellules stromales permettant notamment la création d'un

microenvironnement immunitaire pro-tumoral.

De par la difficulté d’isolation (sous brevet) et de mise en culture des Hospicells, ces études ont été
réalisées sur des cellules immortalisées par I'antigene T de SV40. Nous avons montré que cette
immortalisation ne modifie pas le profil d’expression d’antigénes de surface et les sécrétions de
cytokines de ces cellules (9). Cependant, ces cellules ne reflétent pas nécessairement I’hétérogénéi
retrouvée au sein du microenvironnement tumoral. Il est donc nécessaire de déterminer si des cellule

proches des Hospicells telles que les MSCs, pourraient présenter les mémes effets pro-tumoraux.
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Nous avons notamment montré que le milieu conditionné de MSCs issues de la moelle osseuse
(BM-MSCs) permettent de favoriser la résistance des cellules tumorales au carboplatine gCalstells
en révision dans Cell Death and Diseagg)ngxe 1). Nous envisageons désormais de comparer les
effets de ces BM-MSCs « naifs » avec des MSCs issus de tumeurs ovariennes ou de liquide d’ascite
En effet, la disponibilité de tels prélevements a l'Institut Claudius Regaud nous permettra d’étudier
I'nétérogénéité des MSCs retrouvées au sein du microenvironnement tumoral. Nous pourrons ainsi
comparer le phénotype de MSCs « naifs » et de MSCs exposés a la tumeur (CA-MSCs). Nous
pourrons également cultiver des MSCs naifs en présence de milieu conditionné par des cellules
tumorales ovariennes ou de liquide d’ascite provenant de patientes atteintes de cancer ovarien. Nou
étudierons alors la capacité des MSCs a modifier leur phénotype au contact d’'un microenvironnement
tumoral et déterminer, par exemple, si celui-ci correspond aux CA-MSCs isolées par Mcalean
décrites précédemment.

Ces travaux nous permettront de comparer le réle des Hospicells, cellules isolées il y a peu, ave
des cellules stromales ovariennes largement étudiées et présentant des capacités pro-tumorales.

Nous pourrons également déterminer la capacité des Hospicells a réguler la fonction d’autres
cellules stromales ovariennes telles que les adipocytes ou les cellules mésothéliales, dont les réles dal
la progression tumorale sont largement étudiés.

De maniere générale, nos travaux mettent en évidence que si les cellules stromales peuvent ag
sur les cellules tumorales, elles sont également capables d’interagir entre elles permettant ainsi |

formation d’'un microenvironnement pro-tumoral.

7. Les Hospicells au sein du cancer ovarien

Nous avons démontré un réle des Hospicells dans I'activation de la croissance tumorale ovarienne
et dans l'induction de la chimiorésistance des cellules tumorales. Si ces composantes de la progressia
tumorale représentent des problématiques majeures dans le cancer ovarien, la dissémination de
cellules tumorales au sein du péritoine constitue également I'une des causes principales du mauvai
pronostic de la maladie et de la survenue d’une récidive.

La chirurgie des cancers de I'ovaire de stade précoce (I et 1l) consiste en une hystérectomie totale
(ablation de l'utérus), une salpingo-oophorectomie bilatérale (ablation des trompes de Fallope et des
ovaires) et une omemtectomie (ablation du grand épiploon). Cette chirurgie, combinée a une
chimiothérapie adjudante (sels de platine et taxanes), est le plus souvent curative (1). De méme, a stac

avancé (lll et IV), le traitement des tumeurs primaires est trés efficace mais c’est la dissémination
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péritonéale des cellules tumorales, formant de micro-implants péritonéaux difficiles a traiter et a
détecter a I'eeil nu, qui sera a l'origine de la récidive.

Les Hospicells ont été isolées a partir d’agrégats de cellules tumorales, retrouvés dans du liquide
d’ascite de patientes atteintes de cancer ovarien a stade avancé, préfigurant d’'un réle de ces cellule
stromales dans la dissémination tumorale au sein du péritoine. De plus, nous avons montré que le
Hospicells sécretent la MMP-2 sous sa pro-forme et sa forme active, dont I'expression est corrélée
avec un mauvais pronostic pour les patientes atteintes d’'un cancer ovarien et une activation de
l'invasion des cellules tumorales ovariennes (128, 129, 133, 288). Cette enzyme clive des composant:
de la matrice tels que la fibronectine et la vitronectine permettant d’activer I'adhésion de cellules
tumorales ovariennes OvCa au péritowa les intégrinesasB; et a,fBs (289, 290). Ces données
indiquent que les Hospicells pourraient présenter un réle dans l'adhésion des cellules tumorales
ovariennes au peéritoine. Nous déterminerons dans des modeéles murins de carcinose péritonéale si
présence d’Hospicells entraine une augmentation du nombre d’'implants péritonéaux. De plus, nous
observerons si en présence d’Hospicells, ces implants se localisent préférentiellement au niveau d
certains organes.

Les Hospicells sont capables de favoriser la croissance tumoealene augmentation de
'angiogenese, de réguler la composition et la nature des cellules immunitaires et d’induire une
chimiorésistance par contact cellulaire et la sécrétion de facteurs solubles (7-9, 241). Les Hospicells
pourraient également réguler la composition de la MEC, favoriser I'adhésion des cellules tumorales
ovariennes et ainsi activer la dissémination tumorale et la formation de micro-implants tumoraux a
I'origine de fréquentes récidives.

Les Hospicells tiennent donc un réle majeur au sein du microenvironnement tumoral et participent

a l'activation de la progression tumorale ovarienne.

8. Conclusion

Les Hospicells sont des cellules stromales ovariennes dont le phénotype pourrait correspondre a u
état intermédiaire de différenciation entre les MSCs et les CAFs. Les études réalisées au cours de ce
dernieres années ont montré un role de ces cellules dans l'acquisition de la chimiorésistance,
limmunosuppression ou encore l'activation de la croissance tumaraleune régulation de
I'angiogeneése (7-9).

Nous avons mis en évidence la capacité des Hospicells a activer la synthése de cytokines pro
tumorales (IL-6, IL-8, VEGF) dans les cellules ovariennes. Nous avons également montré que les

Hospicells entrainent le recrutement de monocytes/macrophages au sein des tumeurs ovariennes
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sont capables de polariser ces cellules en un phénotype proche desH@Mes 22). Les Hospicells
pourraient activer ces macrophagisla sécrétion de NO et I'axe pro-inflammatoire COX-2/BGE

Bien que les roles des Hospicells sur la régulation de la MEC et la composition du systéeme
immunitaire demeurent a I'étude, il est clairement établi que ces cellules constituent un acteur clé du
microenvironnement tumoral ovarien. Ces travaux indiquent que les Hospicells, au méme titre que
d’autres cellules stromales telles que les MSCs, les CAFs et les TAMs, pourraient étre a l'origine de
I'acquisition de la chimiorésistance et de la dissémination tumorale ovarienne, problématiques
majeures dans le cancer ovarien.

Les connaissances accumulées sur le mode d’action des Hospicells permettent d’envisager d

nouvelles cibles thérapeutiques et ainsi d’améliorer la prise en charge des patientes atteintes d’ur

cancer ovarien.
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Figure 22 : Réle des Hospicells dans la progression tumorale ovarienne

Effets pro-tumoraux

Schéma représentant les interactions entre les Hospicells, les cellules tumorales ovarienn

es et les

monocytes/macrophages mises en évidence au cours de ces travaux de these. Les Hospicells sor
capables d’entrainer la synthese d’IL-6, d’IL-8 et de VEGF dans les cellules tumorales ovafiennes
de maniére lignée tumorale spécifique. Bien que les Hospicells activent I'angiogenese in v|vo, les
interactions établies entre ces cellules et les cellules tumorales ovariennes ne permettent pas
d’activer I'angiogeneése in vitro. Les Hospicells permettent de polariser les monocytes/macrophages
en un phénotype TAM-like (pro-tumoraux) et favorisent leur recrutement au sein des tumeurs.
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Abstract

Epithelial Ovarian Carcinoma is characterized by high frequency of recurrence (70% of patients) and
carboplatin resistance acquisition. Carcinoma-Associated-Mesenchymal Stem Cells CA-MSC has beer
shown to induce ovarian cancer chemoresistance through trogocytosis. Here we examined CA-MSC
properties to protect ovarian cancer cells from carboplatin-induced apoptosis. Apoptosis was
determined by Propidium lodure and Annexin-V-FITC labelling and PARP cleavage analysis. We
showed a significant increase of IC50 (Inhibitory Concentration 50) and a 30% decrease of
carboplatin-induced apoptosis in ovarian cancer cells incubated in the presence of CA-MSC
conditioned medium.

A molecular analysis of apoptosis signaling pathway in response to carboplatin revealed that the
presence of CA-MSC CM induced a 30% decrease of effector caspases 3 and 7 activation anc
proteolysis activity. CA-MSC secretions promoted Akt and XIAP (caspase inhibitor from IAP family)
phosphorylation. XIAP depletion by siRNA strategy permitted to restore apoptosis in ovarian cancer
cells stimulated by CA-MSC CM.

Factors secreted by CA-MSC are able to confer chemoresistance to carboplatin in ovarian cancer cell
through the inhibition of effector caspases activation and apoptosis blockade. The activation of
PI3K/Akt signaling pathway and the phosphorylation of its downstream target XIAP underlined the
implication of this signaling pathway in ovarian cancer chemoresistance. This study reveals the

potentialities of targeting XIAP in ovarian cancer therapy.
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Introduction

Ovarian cancer is the most lethal gynaecological cancer due to late diagnosis and high level of
recurrence (70% of patients). Patients initially respond to standard treatments which is a cytoreductive
surgery and subsequent platinum-based chemotherapy. However recurrence is characterized b
chemoresistance leading to 5 years survival less than 30% [1, 2]. More and more evidence pointed the
involvement of non-tumoral cells in chemoresistance acquisition. Indeed, this microenvironment has
become recognized as a major factor influencing the growth of cancer and impacting the outcome of
therapy. While the niche cells are not malignant per se, their role in supporting cancer growth is so
vital for the survival of the tumor that they have become an attractive target for chemotherapeutic
agents [3]. Meads et al. have shown that environment-mediated drug resistance is rapidly induced by
signaling events from the tumor microenvironment and is likely to be reversible because removal of
the microenvironment restores the drug sensitivity [4].

Inside the microenvironment we focused on the potential role of mesenchymal stem cells (bone
marrow derived mesenchymal stem cells (BM-MSC) or carcinoma associated mesenchymal stem cells
(CA-MSC) on the chemoresistance acquisition. MSCs are multipotent cells capable of differentiating
into numerous cell types including adipocytes, osteoblasts, chondrocytes, fibroblasts, perivascular anc
vascular structures [5]. MSCs are recruited in large numbers to the stroma of developing tumors as
they constantly produce paracrine and endocrine signals mobilizing it from the bone marrow [6]. They
are defined as CA-MSCs and present some characteristic markers of Carcinoma Associated Fibroblast
(CAFs) (expression of PDGFR, FAP...) [7]. Such MSCs are found to stimulate tumor growth, enhance
angiogenesis and promote metastasis formation through the release of a large spectrum of growtl
factors and cytokines [6, 8, 9]. Little is known on the mechanism leading to the transformation of a
BM-MSC to a CA-MSC. Roodhart et al. [10], Xu et al. [11], Hao et al. [12], Jin et al. [13] and our
group [14], have recently shown that MSCs are involved in the development of chemoresistance to
multiple types of chemotherapies.

Among the several mechanisms involved in drug resistance, efflux pumps such as ABC proteins play
an important role in the uptake and distribution of therapeutic drugs and their expression in the target
tissue has been associated with resistance to treatment [15]. Rafii et al. have shown that CA-MSC
(called Hospicells in their study) are able to confer chemoresistance to ovarian and breast cancer cell:
by direct cell-cell contact and exchange of membrane patches (oncologic trogocytosis) and notably
efflux pumps [16].

A recent study showed the protective effect and cell-cell dependent of MSC on drug induced apoptosis
in leukaemia cells [17]. Others studies indicated a role of MSCs secreted factors in chemoresistance
Roodhart and Hao showed that MSC could induce chemoresistance through the release of multiple
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factors such as polyunsaturated fatty acids, IL-6, and VEGF in the neighbourhood of tumors cells (for
review [18]).

Chemoresistance apparition can result from the inability of the cells to undergo apoptosis in response
to chemotherapeutic agent caused by intracellular survival factors [19]. Apoptosis is a well regulated
mechanism controlled by pro- and anti-apoptotic proteins and triggered by extracellular or intracellular
signals such as TNF, FasL, DNA damaging agents or mitochondria actbratiThe activation of
caspases is essential for propagating the apoptotic signal and for cellular protein degradation. The
initiator caspases (caspase-8 and -10) are first activated upon extracellular stimuli whereas the caspas:
9 is activated by the mitochondrial pathway. Once activated by autoproteolytic cleavage, the initiator
caspases cleave and activate the effector caspases (caspase-3, -6 and -7) which are responsible for
degradation of essential cellular substrates such as PARP (Poly-ADP-ribose polymerase) (For review
[20]).

The activation of caspases represents an etiological factor in the resistance of cancer cells to cytotoxit
agents [21]. Indeed potent caspases inhibitors such as IAP (Inhibitor of apoptosis protein) family
proteins or FLIP (FLICE-like inhibitory protein) but also the anti-apoptotic PI3K/Akt signaling are
involved in ovarian cancers chemoresistance (for review [22]). Platinium salts, reference treatment for
ovarian cancer, activate DNA damage response triggering intrinsic and extrinsic apoptosis. For
example, cisplatin has been shown to upregulate the expression of a number of apoptosis inducer
including p53 [23], Fas and FasL [24], and to downregulate anti-apoptotic proteins such as protein
kinase B/Akt [25] or XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) [26]. XIAP also known as
inhibitor of apoptosis inhibitor 3 (IAP3) or baculoviral IAP repeat-containing protein 4 (BIRC) is an
inhibitor of caspases that belongs to the IAPs family protein [27]. High expression of XIAP has been
noticed in ovarian cancer cells and could be involved in cisplatin chemoresistance. Indeed
overexpression of XIAP or Akt rendered chemosensitive ovarian cancer cells resistant to cisplatin and
downregulation of these proteins in chemoresistant counterparts by antisense or dominant-negative
expression facilitated cisplatin-induced apoptosis [23, 25, 26].

In the present study, we examined the possible role of conditioned medium of CA-MSC or BM-MSC
in carboplatin resistance in chemosensitive and chemoresistant ovarian adenocarcinoma cells. Wk
showed that this conditioned medium contains factors that protect adenocarcinoma cells from
carboplatin- induced apoptosis. CA-MSC secretions inhibited the activity of effector caspases and
induced the activation of PI3K/Akt pathway signaling and the phosphorylation of the downstream
target XIAP.
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Materials and Methods

Cell culture

Hospicells (CA-MSC) [28-30] and CHN cells (human corneal fibroblasts [31]) were obtained from M.
Mirshahi (INSERM UMR 736). Human ovarian adenocarcinoma cell (HOAC) lines OVCAR-3 and
SKOV-3 cells (ATCC® Numbers HTB-161 and HTB-77) were obtained from the American Type
Culture Collection (Manassas, VA). HOAC line IGROV-1 was a gift from the Institut Gustave
Roussy, Villejuif [32, 33]. HEK293 cells were from gBiogen (France). BM-MSC were from bone
marrow of healthy donors and were obtained from Etablissement Francais du Sang. MSC were
immortalized by SV40 large T antigen. All cells were cultured in RPMI medium supplemented with
10% Fetal Calf Serum (FCS), penicillin/streptomycin (100 1U/mL/100pug/mL) and 2 mM L-Glutamine

(Cambrex biosciences). Cell lines were routinely checked for mycoplasma.

Conditioned media
0.5x106 CA-MSC or BM-MSC were seeded in 100 mm diameter Petri dishes (Falcon, Becton
Dickinson) in RPMI with 10% of FCS for 72 hours. Conditioned media (CM) were then collected,

0.22 um filtered and used to seed HOAC for experiments.

Concentration Inhibitory 50 Assay

HOAC were seeded in 96 wells plate (5000 cells per well) in the presence or absence of CA-MSC or
MSC conditioned medium and treated 24 hours after with the indicated concentrations of carboplatin.
48 hours after, cell viability was measured using MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma) assay. Untreated cells were used as 100% of viability.

Annexin V-FITC and Propidium lodide staining

HOAC were seeded in 6 wells plate (1x105cells per well) in the presence or absence of CA-MSC or
MSC CM. 24 hours after cells were treated with 250 uM carboplatin for 48 hours and then harvested
for co-staining with FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen) following
instructions of the manufacturer. Analyses were performed on a FACS Calibur flow cytometer (BD

Biosciences) and CellQuest software (BD Bioscience).

Western-blotting analysis

50 ug of proteins were separated by SDS-PAGE on a 10% polyacrylamide gel. Proteins were
transferred on a methanol activated PVDF membrane. Membranes were saturated 1 hour in TBS (5(
mM Tris, 150 mM NacCl) / 0,1% Tween 20/ 5% milk or 5% Bovin Serum Albumin (BSA) for
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phosphorylated proteins analysis and incubated overnight at 4°C with a rabbit polyclonal primary
antibody directed against Caspase 8 (1:1000, Santa Cruz clone H-134), phospho-Xiap (Ser87) (1:1000
Abcam), phospho-Caspase 9 (Ser96) (1:100, Abgent clone RB6898) ; Bcl-xI (clone Ab-62), phospho-
Bcl-xl (Ser62), Bcl-2 (clone Ab-56), phospho-Bcl-2 (Thr56) (1:1000, Genscript) ; PARP, Caspase 9,
Caspase 3, Caspase 7, phospho-Akt (Ser473) (clone D9E), Akt (clone C67E7), XIAP (clone 3B6), C-
IAP1, livin (clone D61D1), survivin (clone 6E4) (1:1000, Cell Signaling Technology) or a monoclonal
primary antibody directed against actin (1:1000, Cell Signaling Technology). Membranes were washed
3 times with TBS/ 0,1% Tween 20 (TT) then incubated 1.5 hours with a secondary antibody (1:4000
anti-rabbit or anti-mouse Cell Signaling Technology) coupled with HRP (Horse Raddish Peroxydase).
Membranes were washed 3 times with TT. Immunocomplexes were revealed by ECL (Pierce).

Caspase activation assay

OVCAR-3 cells were seeded in 96 wells plate (5000 cells per well) in the presence or absence of CA-
MSC or MSC CM. 24 hours after, cells were treated with 250 uM carboplatin for 48 hours and caspase
activation was monitored using luminescence-based caspase-Glo kit (Promega) following instructions
of the manufacturer. Luminescence from cleaved caspase substrate was quantified using a

luminometer (Berthold).

Transfection

Cells incubated in the presence or absence of CA-MSC CM were transfected with lipofectamine
RNAIMAX transfection reagent (Invitrogen) and the following siRNA against XIAP (Qiagen): 5'-
GUGCUUUCACUGUGGAGGATT-3, according to the manufacturer's protocols. siRNA allStars
Negative control siRNA (Qiagen) were used as negative controls.

12 hours after transfection, cells were treated with 250 uM carboplatin for 36 hours and further
analysed by flow cytometry or western-blot.

Statistical analysis

Results were expressed as the mean +/- s.e.m. Student’s two-sided t test was used to compare values

test and control samples. * p<0.05 and ** p< 0.01 indicated a significant difference.
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Results

Conditioned medium from CA-MSC as well as BM-MSC confer chemoresistance to ovarian cancer
cells

We previously showed that the recruitment of CA-MSC (Hospicells) is proportional to the
chemoresistance status of the tumors [16], we evaluated here if the factors released by CA-MSC coulc
be associated to chemoresistance in ovarian cancer cells.

Platinium salts are known to induce cell growth inhibition of ovarian cancer cells [34]. We analysed if
carboplatin-mediated growth inhibition of ovarian cancer cells could be modified by secreted factors
from MSC. First we determined the drug concentrations to inhibit 50% cell growth (IC50) in response
to carboplatin in three different human ovarian adenocarcinoma cells (OVCAR-3, IGROV-1 and
SKOV-3 cells) as well as in CA-MSC and BM-MSC. Both CA-MSC and BM-MSC were highly
sensitive to carboplatin treatment with a dose dependant decrease of cell viability (IC50 = 40.5+/-12.5
uM for CA-MSC and 40+/-10 uM for BM-MSC) (Figure 1d and Supplementary figure 1a). OVCAR-3
and IGROV-1 cells were also chemosensitive but with higher IC50 (IC50= 136+/-20 uM and 145+/-25
UM respectively). SKOV-3 cells were chemoresistant with a maximum of about 50% inhibition of cell
growth and with an IC50 of 350+/-18 uM (Figure 1a, 1b, 1c). Incubation of ovarian cancer cells in the
presence of CA-MSC or BM-MSC conditioned medium (CM) during 24 hours prior to treatment with
carboplatin for 48 hours significantly increased cell viability and IC50 in OVCAR-3 and IGROV-1
cells (IC50= 245+/-17 uM and 235+/-26 uM respectively for CA-MSC CM and IC50 = 262+/-25 uM
and 250+/-38 uM respectively for BM-MSC CM). We also observed an increase of IC50 in SKOV-3
cells cultured in the presence of MSCs CM (IC50 = 350+/-18 uM without CM and IC50 = 601+/-48
MM and 611+/-32 uM with CA-MSC and BM-MSC CM respectively), but the overall cell viability
was not significantly affected (Fig. 1a, 1b, 1c and supplementary fig 1a). Of note, we also observed
taxane chemoresistance acquisition through MSCs CM in the three ovarian cancer cells lines but with
a lesser extend (data not shown).

These results indicated that both CA-MSC and BM-MSC enhance ovarian cancer cells
chemoresistance through the molecules they secrete.

CA-MSC and BM-MSC (secretions) protect ovarian cancer cells from carboplatin-induced apoptosis.
Apoptosis deregulation is a key factor in the development of chemoresistance and in particular
molecular mechanism of cisplatin resistance involved apoptosis dysregulation [35]. To test the role of
CA-MSC and BM-MSC secretions in the protection of ovarian cancer cells from carboplatin-induced
apoptosis, we evaluated the proportion of apoptotic cells in response to carboplatin by analysing: (i)
phosphatidyl serine externalization and membrane permeability by flow cytometry after Annexin-V-
FITC /Propidium iodide labelling and PARP cleavage by Western Blot. Incubation of chemosensitive
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cells, ie OVCAR-3 cells, with carboplatin for 48 hours induced 57 +/-5% of apoptosis evaluated by the
proportion of Annexin-V-FITC and propidium iodide positive cells. Culturing OVCAR-3 cells in the
presence of CA-MSC or BM-MSC CM prior to treatment with carboplatin resulted in respectively
43+/-4% and 45.5+/-6 % of apoptosis versus 9+/-3% and 9+/-4% in untreated condition (Fig. 2a and
2b and supplementary Figure 1b). Of note cells in early apoptosis (Annexin-V positive only)
represented 22%+/-3% versus 37% +/-4% in the control condition. Thus, carboplatin-induced early
apoptosis in OVCAR-3 cells was significantly decreased in the presence of CA-MSC (Figure 2a and
2b). This observation was further validated by the decreased amount of PARP cleavage in response t
carboplatin in the presence of CA-MSC or BM-MSC CM (Fig. 2c and supplementary Figure 1c). Of
note, none cancerous and none mesenchymal cells such as HEK293 or fibroblast (CHN cells) CM did
not affect carboplatin-induced apoptosis (supplementary Figure 2). Using IGROV-1 cells, we also
observed a decrease of carboplatin-mediated apoptosis in the cells cultured for 48 hours in the
presence of CA-MSC CM (supplementary Figure 3), whereas apoptosis was not modified in SKOV-3
cells (data not shown). These data suggested that CA-MSC and BM-MSC secreted factors could
interfere with the apoptotic signaling pathway to promote ovarian cancer cell death resistance in

response of carboplatin.

CA-MSC promote effector caspases activation defect.

Caspases are key actors in apoptosis signalling and a defect in their activation could be in part
responsible for chemoresistance [36]. To understand how CA-MSC secreted factors could act on
ovarian cancer cells to protect them from cell death, we investigated the molecular mechanisms of
apoptosis and in particular the caspase activation cascade.

Carboplatin treatment decreased pro-caspase-8 and -9 expressions but enhanced their cleavage a
catalytic activity in OVCAR-3 cells (Fig. 3a and 3b). Incubation of the cells in the presence of CA-
MSC CM did not affect carboplatin-induced caspase-8 and -9 decreased expression, cleavage an
activation (Fig. 3a and 3b). Concerning the effector caspases, carboplatin treatment decreased caspas
3 and -7 expressions but enhance their cleavage and catalytic activity in OVCAR-3 cells (Fig. 4a and
4b). In contrast to the effect observed for the initiator caspases, CA-MSC CM prevented carboplatin-
induced cleavage and catalytic activity of caspase-3 and -7 (Fig. 4a and 4b). Interestingly, the
expression of pro-caspase-3 and -7 was significantly decreased in the presence of CA-MSC CM
without treatment (Fig. 4a).

These results indicate that CA-MSC secreted molecules perturb the executionary phase of apoptosis b

inhibiting effector caspase activation upon carboplatin treatment.
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CA-MSC secretions induce Akt and XIAP phosphorylation

Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt signal transduction plays a critical role in the resistance to
cisplatin through suppression of apoptosis in various types of human cancers including ovarian cancet
[23]. We hypothesized that Akt activation and phosphorylation of its downstream targets could be
involved in CA-MSC-induced apoptosis resistance in response to carboplatin. We tested the effect of
CA-MSC CM on Akt phosphorylation in OVCAR-3 cells. Incubation of the cells during 24 hours in
the presence of CA-MSC CM conditioned for 48 or 72 hours promoted Akt phosphorylation on Ser473
(Fig.5a). We observed that the phosphorylation level increased with increasing conditioning time. Of
note, whereas PTEN level did not change, the level of total Akt decreased in the presence of CA-MSC
CM (Fig.5a).

The inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) are a family of proteins that inhibit caspases and thereby
regulate apoptosis [37]. XIAP binds to and inhibits the effector caspases, ie caspase-3, -7 and the
initiator caspase-9. Dan et al. showed that phosphorylation of XIAP on Ser87 by Akt stabilizes and
protects XIAP from cisplatin-induced degradation [38].

We hypothesized that XIAP may be a target for phospho-Akt in our model. Thus we evaluated the
effect of CA-MSC CM on XIAP expression and phosphorylation in carboplatin-treated OVCAR-3
cells. Carboplatin treatment induced a decrease in XIAP expression but in OVCAR-3 cells exposed to
CA-MSC CM prior to carboplatin treatment we noticed a stabilization of XIAP (Fig. 5b). XIAP
stabilization could be associated with XIAP phosphorylation as we observed an increase in the ratio of
phosphorylated XIAP to total XIAP when the cells were cultured in the presence of CA-MSC CM
(Fig. 5b). We also evaluated the effect of CA-MSC CM on the expression of others IAPs family
members (clAP1, Livin and survivin). Whereas survivin expression did not change in the presence of
CA-MSC CM, we observed a decrease in the expression of clAP1 and Livin (Supplementary Figure
4).

These data show the phosphorylation of Akt as well as one of its downstream targets XIAP by CA-
MSC secreted factors. This suggests that CA-MSC secretion could activate the anti-apoptotic
PI3K/Akt signaling.

CA-MSC secreted factors protect ovarian cancer cells from carboplatin-induced apoptosis through
XIAP phosphorylation and stabilization.

The modulation of XIAP expression regulating cisplatin sensibility in ovarian cancer cells [23, 25, 26]
and XIAP being a specific inhibitor of caspase-3 and -7 [39], we investigated the role of XIAP in the
anti-apoptotic effect of CA-MSC CM.
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We evaluated the effect of XIAP downregulation by siRNA on carboplatin-induced apoptosis in the
presence or absence of CA-MSC CM. siRNA against XIAP totally inhibited XIAP expression
evaluated by Western Blot (Fig. 6a). In response to carboplatin, the inhibition of XIAP expression
completely overcame cell death resistance induced by CA-MSC CM. Carboplatin-induced apoptosis
and PARP cleavage were totally restored (Fig. 6b and 6c).

These results indicate the involvement of XIAP in CA-MSC-induced carboplatin resistance in ovarian

cancer cells.

Discussion

Chemoresistance is one of the most challenging problems in ovarian cancer as 70 % of patients treate
for ovarian cancer will relapse within 18 months after treatment with chemoresistant pathology.
Despite the fact that the cancer cells are instable and could acquire mutations that will confer a
chemoresistant phenotype, microenvironmement could be involved in this phenomenon (for review
[18]). Among the microenvironment cells we focused on MSC which are known to be recruited to
tumour site and to be activated by cancer cells. It has been shown recently that they could either
become CA-MSC or TAFs [40], both of them having some pro tumoral properties. As there is no
evidence on how MSC could be activated and become CA-MSC we choose to study the role of both
BM-MSC and CA-MSC in carboplatin resistance acquisition by ovarian tumor cells. Here, we
determined that both BM-MSC and CA-MSC demonstrated abilities to promote ovarian cancer cells
chemoresistance. Our results indicate that this property does not seem to be induced by cancer cell
contact or influence and that naive MSC as well as activated MSC are able to confer chemoresistanc
to ovarian cancer cells.

As we already described that MSC per se are not able to increase tumor cells proliferation in vitro [14],
we focused our study on their effect on apoptosis.

We demonstrated that both CA-MSC and BM-MSC increased ovarian cancer cells viability and
prevented apoptosis in response to carboplatin treatment. The effects of MSC on chemoresistance
acquisition have been already described by between others Rafii et al. [16] who claimed that the anti-
apoptotic effect of the MSCs was mediated through direct interactions between the MSC and the tumor
cells. Here, we showed that the effect of the MSC could be mediated through the secretions of factors
in the culture medium. Indeed, all the experiments have been performed using CA-MCS or BM-MSC
conditioned medium. The identification of secreted factors responsible for the pro-tumoral effect of
MSC is under investigation and will be discuss later. The factors involved in the phenomenon could be

either a protein as a fatty acid as Roodhart et al. recently published that fatty acids could be
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unregulated on MSC treated with carboplatin and that these fatty acids could be involved in the

acquisition of chemoresistance by cancer cells [10].

Regarding to molecular mechanism of apoptotic, we determined that CA-MSC CM inhibited caspase
activation, and in particular, blocked effector caspase-3 and -7 proteolysis and subsequent activation a
well as their catalytic activity. We could reasonably relay the apoptosis inhibition effect of the MSC
CM to the fact that caspase-3 activation is abrogated. As caspase-3 and -7 are activated by the initiatc
caspases, we checked the effect of CA-MSC CM on caspase-8 and -9 expression and activation, bt
we didn’t notice any effect. However, in OVCAR-3 cells incubated in the presence of BM-MSC CM
caspase-9 proteolysis and activation was affected whereas CA-MSC CM did not affect this caspase
This suggests that CA-MSC do not have the same properties as BM-MSC concerning the releasec
factors that could perturb the initiator caspases activation. Then, we checked for a regulator of
apoptosis that could be involved in caspase-3 and -7 inhibition and subsequently apoptosis blockade.
The PI3K/Akt pathway activates survival and anti-apoptotic signalling. In ovarian tumors, activation
of PI3K/Akt pathway has been associated with aggressiveness of the tumor behaviour and increaset
survival (for review [41]). In our model we showed an activation of Akt : whereas PTEN expression
was not affected, CA-MSC CM promotes Akt phosphorylation on Ser473. We observed that the
increase in the phosphorylated form of Akt increased as the conditioning time of CA-MSC medium
increased (Fig. 5a) suggesting the accumulation of secreted factors in CA-MSC CM acting on
PI3K/Akt signalling. Preliminary results also indicated that CA-MSC stimulated Akt phosphorylation
within a very short time (5 minutes) (data not shown) indicating that CA-MSC may secrete growth
factor able to bind to tyrosine kinase receptor. For instance, the PDGF-AA (platelet-derived growth
factor), S1P or PGE2 (Prostaglandin E2) found in CA-MSC secretions (data not shown) could bind
rapidly on theirs receptors at the surface of ovarian cancer cells and activate the PI3K/Akt signalling
pathway [42-45]. Moreover, a recent study from our group showed that CA-MSC promote IL-6 and
IL-8 secretion in OVCAR-3 cells ([7]). IL-6 and IL-8 are known to activate survival signaling pathway
and were recently involved in cisplatin resistance in ovarian cancer cells [46, 47]. Thus secreted IL6-
and IL-8 could act in an autocrine manner on ovarian cancer cells surface receptors and also activat:
PI3K. Because OVCAR-3 cells do not secrete these cytokines, another factor in CA-MSC CM may
activate IL-6 and IL-8 synthesis and secretion in these cells, delaying the activation of PI3K/Akt
signalling. Thus, we can speculate that growth factors secreted by CA-MSC are responsible for the
early activation of Akt and later CA-MSC-induced IL-6 and IL-8 secretion by ovarian cancer cells
sustain the activation of PI3K. Among the downstream target of Akt, we observed the phosphorylation
and stabilization of XIAP after carboplatin treatment in OVAR-3 cells priory incubated in the presence
of CA-MSC CM. XIAP is able to bind and inhibit the initiator caspase-9 and the effector caspase-3
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and-7. Thus, the inhibition of effector caspases in the presence of CA-MSC CM could be attributed to
XIAP through its phosphorylation by Akt. However, caspase-9 expression and activation were not
affected by CA-MSC CM. This could be explained by the fact that binding domains of XIAP are
different for initiator and effector caspases. Indeed, the BIR2 domain of XIAP inhibits caspase-3 and-
7, while BIR3 binds to and inhibits caspase-9 [48].

We cannot exclude the potential phosphorylation of other molecules by Akt in our model. So far, we
did not observed any difference in the phosphorylation of caspase-9, Bcl-xL and Bcl-2 in the presence
of CA-MSC CM (supplementary figure 5) suggesting that the mitochondrial targets of Akt are not
involved in apoptosis resistance in our model. However, to confirm the involvement of Akt, we are
currently investigating the effect of the inhibition of Akt phosphorylation on CA-MSC-induced
carboplatin resistance in OVCAR-3 cells.

Interestingly, we found a downregulating effect of CA-MSC CM on the expression of apoptotic (pro-
caspase-3 and -7) and anti-apoptotic proteins (total Akt, clAP and Livin) in OVCAR-3 cells (Fig. 3a,
5b and supplementary Fig. 4). For all of them, the observed decrease in the protein level was detecte
after the incubation of OVCAR-3 cells in the presence of CA-MSC CM during 24 hours. These
observations suggested a genetic regulation of the expression of these proteins by CA-MSC secrete
factors.

As XIAP is a current target for the treatment of chemoresistant cancer such as colon cancer [48] we
verified if XIAP was involved in the apoptosis resistance observed in ovarian cancer cells exposed to
CA-MSC CM. XIAP depletion by siRNA in OVCAR-3 cells exposed to CA-MSC CM completely
restored the sensitivity of the cells to carboplatin. These results indicate a key role of XIAP in CA-
MSC mediated apoptosis resistance in ovarian cancer cells but its precise role in our model remains tc
be investigated.

To conclude, our study underlines the role of XIAP in apoptosis protection induced by CA-MSC
secretions in ovarian cancer cells. The potential use of XIAP inhibitors could overcome cancer cells
resistance to chemotherapy mediated by the microenvironment. Molecules secreted by CA-MSC
deserve a full characterization and will bring a better understanding of both microenvironmement

cancer cells cross talk and mechanism leading to chemoresistance acquisition in ovarian cancer model
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Figures Legend

Figure 1: CA-MSC protect ovarian cancer cells from carboplatin-induced growth inhibition.
Ovarian cancer cells cultured alone or in the presence of CA-MSC conditioned medium (CA-MSC
CM) were treated with increasing concentrations of carboplatin for 48 hours. Cell viability was
reported for OVCAR-3 (a), IGROV-1 (b), SKOV-3 (c) and CA-MSC (d). Dotted line corresponded to
50% viability.
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Figure 2: CA-MSC protect OVCAR-3 cells from carboplatin-induced apoptosis.

OVCAR-3 cultured alone or in the presence of CA-MSC CM were treated with (+) or without (-) or
(NT) 250uM carboplatin for 48 hours.

(a, b) Apoptosis was measured by flow cytometry analysis after propidium iodide and Annexin-V-
FITC labelling. Flow cytometry dot plot from a representative experiment (a). Histogram representing
the apoptotic cells population (Annexin-V positive cells+ Annexin-V/Propidium lodide positive cells)
for each condition (b) Hatched histogram represent Annexin-V positive cells only (Mean+/-s.e.m. n=
3) * p<0.05 versus OVCAR-3 + carboplatin

(c) PARP cleavage was analysed by western-blot. Cleaved PARP level was normalized to total PARP

(mean +/- s.e.m, n=3) * p<0.05 versus OVCAR-3 + carboplatin

Figure 3: CA-MSC do not affect initiator caspase-8 and -9 activation.

OVCAR-3 cells cultured alone or in the presence of CA-MSC CM were treated with (+) or without (-)
or (NT) 250uM carboplatin for 48 hours. (a) Expression of caspase-8 and -9 was assayed by western
blot (+ indicate non-specific bands). Pro-caspase-8 and -9 expression was normalgzadtito
expression (mean+/-s.e.m, n=3) (b) Catalytic activity of caspase-8 and -9 was assayed by measurin
the luminescence emitted by caspase-8 or caspase-9 luminogenic specific substrates, (RLU: relative

lights units). (mean+/-s.e.m, n=2) (* p<0.05 versus not treated).

Figure 4: CA-MSC induce a down-regulation of effector caspase-3 and -7 expression and inhibit their
catalytic activation.

OVCAR-3 cells cultured alone or in the presence of CA-MSC CM were treated with (+) or without (-)
or (NT) 250uM carboplatin for 48 hours. (a) Expression of caspases-3 and -7 was assayed by western
blot. Pro-caspase-3 and -7 expression was normaliz@datmin expression (mean+/-s.e.m, n=3) (*
p<0.05 versus not treated)

(b) Catalytic activity of caspase-3 and -7 was assayed by measuring the luminescence emitted by
caspase-3 or caspase-7 luminogenic specific substrates, (RLU : relative lights units). (mean+/-s.e.m

n=3) (* p<0.05 versus not treated)

Figure 5: CA-MSC promote Akt phophorylation and protect XIAP from cleavage upon carboplatin
treatment

(a) OVCAR-3 cells were cultured with or without (0) CA-MSC CM conditioned for the indicated
times. PTEN, Akt and phospho-Akt (Ser 473) expression was assayed by western-blot. Phospho-Akt
expression was normalized to total Akt expression (mean+/-s.e.m, n=3)

* p<0.05 ** p<0.01 versus 0.
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(b) OVCAR-3 cells cultured alone or in the presence of CA-MSC CM were treated with (+) or without
(-) or (NT) 250uM carboplatin for 48 hours.

XIAP expression and phosphorylation were analysed by western-blot. Phospho-XIAP expression was
normalized to XIAP expression (mean+/-s.e.m, n=3)

* p<0.05 versus OVCAR-3.

Figure 6: XIAP depletion restore carboplatin-induced apoptosis in ovarian cancer cells stimulated by
CA-MSC

(a) OVCAR-3 cells were transfected or not (NT) with 20 nM of siRNA scramble (si ctrl) or XIAP-
targeting siRNA (si XIAP) and 48 hours after XIAP expression was analysed by western-blot.

(b, c) OVCAR-3 cells were transfected or not (NT) with 20 nM of siRNA scramble (si ctrl) or XIAP-
targeting siRNA (si XIAP) in presence (+ CA-MSC CM) or absence of CA-MSC CM. 12h after cells
were treated with or without carboplatin for 36 hours. Apoptosis was measured by flow cytometry
analysis after propidium iodide and Annexin-V-FITC labelling (b) and PARP cleavage (c).

(b) Histogram representing the apoptotic cells population (Annexin-V positive cells + Annexin-
V/Propidium lodide positive cells) for each condition (Mean+/-s.e.m. n= 3) * p<0.05

(c) PARP cleavage was analysed by western-blot. Cleaved PARP level was normalized to total PARP

level (mean+/-s.e.m, n=3) * p<0.05

Figure 7: CA-MSC protect ovarian cancer cells from carboplatin-induced apoptosis through XIAP
stabilization :

Carboplatin triggers apoptosis in ovarian cancer cells via the activation of caspase-9,-3 and -7 and
leads to the degradation of XIAP, an inhibitor of caspases. CA-MSC secreted factor(s) activate Akt
phosphorylation in ovarian cancer cells and permits XIAP phosphorylation promoting its stabilization.
XIAP blocks apoptosis probably by inhibiting caspases-3 and-7 activation.

Supplementary figure 1. BM-MSC enhance ovarian cancer chemoresistance to carboplatin by
inhibiting apoptosis

(a) Ovarian cancer cells cultured alone or in the presence of BM-MSC conditioned medium (BM-MSC
CM) were treated with increasing concentrations of carboplatin for 48 hours.

(b, c, d) OVCAR-3 cells cultured alone or in the presence of BM-MSC BM-MSC CM were treated
with (+) or without (-) or (NT) 250uM carboplatin for 48 hours.

(b) Apoptosis was measured by flow cytometry analysis after propidium iodide and Annexin-V-FITC
labelling. Flow cytometry dot plot from a representative experiment (left). Histogram representing the
apoptotic cells population (Annexin-V positive cells+ Annexin-V/Propidium lodide positive cells) for
each condition (right) (Mean+/-s.e.m. n= 3) * p<0.05 versus OVCAR-3 + carboplatin
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(c) PARP cleavage was analysed by western-blot.

(d) Expression and cleavage of caspase-9,-3 and-7 were assayed by western-blot.

Supplementary figure 2: The effect of MSCs CM on apoptosis protection in ovarian cancer cells is
specific

OVCAR-3 cells cultured alone or in the presence of conditioned medium from HEK293T (HEK CM)
or CHN (CHN CM) were treated with (+) or without (NT) 250uM carboplatin for 48 hours. Apoptosis
was measured by flow cytometry analysis after propidium iodide and Annexin-V-FITC labelling. Flow

cytometry dot plot of a representative experiment (n=1).

Supplementary figure 3: CA-MSC protect IGROV-1 cells from carboplatin-induced apoptosis
IGROV-1 cultured alone or in the presence of CA-MSC CA-MSC CM were treated with (+) or
without (-) 250uM carboplatin for 48 hours. PARP cleavage was analysed by western-blot (n=1)

Supplementary figure 4: CA-MSC promote Akt phophorylation after 5 minutes
OVCAR-3 cells were cultured with or without (0) CA-MSC CM for the indicated times. Akt and

phospho-Akt (Ser 473) expression was assayed by western-blot (n=1)

Supplementary figure 5: IAPs expression in the presence of CA-MSC

OVCAR-3 cells cultured alone or in the presence of CA-MSC CM were treated with (+) or without (-)
250uM carboplatin for 48 hours. clAP1, Livin and survivin expression was analysed by western-blot
(n=1)

Supplementary figure 6: CA-MSC supernatant does not affect caspase-9, Bcl-2 and Bcl-xL
phosphorylation

OVCAR-3 cells were cultured during 24 hours with or without (0) CA-MSC CM Caspase-9, phosho-
Caspase-9, Bcl-xL, phosho- Bcl-xL, Bcl-2, phosho-Bcl-2 expression was assayed by western blot.
Phosho-Caspase-9, Phosho-Bcl-xL and phosho-Bcl-2 expression was normalized to total Caspase-¢
total Bcl-xL and total Bcl-2 expression respectively (mean+/-s.e.m, n=2 for Caspase-9 , n=3 for Bcl-
xL and Bcl-2)
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