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Résumeé

De plus en plus d'études démontrent que la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)
joue un réle important dans la progression et les métastases du cancer épithélial de I'ovaire
(CEO); cependant, les mécanismes moléculaires de cette transition restent mal définis. Nous
avons précédemment montré que le récepteur d'antigéne LY75 peut moduler le phénotype
des cellules du CEO ainsi que leur potentiel métastatique. En effet, la suppression de LY75
dirigeait la transition mésenchymato-épithéliale (MET) des cellules du CEO avec un
phénotype mésenchymateux entrainant une colonisation accrue des cellules tumorales et
une croissance métastatique in vivo lors de I’utilisation d’un mod¢le animal de xénogreffe
intrapéritonéale (IP). Nous avons utilisé 'EMT modulée par LY75 comme modele pour
étudier les changements de méthylation de I'ADN des cellules du CEO subissant 'EMT, en
ayant recours a la méthodologie de séquencage au bisulfite a représentation réduite (RRBS).
Les résultats obtenus montrent que de nombreux géenes ont présenté des altérations dans leur
profil de méthylation de I'ADN liées & I'EMT spécialement dans leur région du
promoteur/1%" exon. Parmi ces génes, dix genes ont été sélectionnés pour validation par des
méthodes alternatives de ces altérations observées dans la méthylation de I'ADN. Certains
de ces genes pourraient représenter de nouveaux biomarqueurs et/ou des cibles
thérapeutiques dans le CEO. De plus, nos données de méthylation impliquent fortement et
de maniere prédominante la voie Wnt/B-caténine dans les variations de méthylation de
I'ADN induites par ’EMT dans les cellules du CEO. Des vérifications plus profondes,
notamment la perturbation de I'activité de la voie Wnt/p-caténine dans les cellules du CEO
avec un inhibiteur spécifique et I'identification des partenaires d'interaction de LY75 par
une approche protéomique, ont montré I'implication directe du récepteur LY75 dans la

modulation de la signalisation Wnt /p-caténine dans les cellules du CEO.

Dans un autre volet de I'étude visant la compréhension du role de 'EMT dans les métastases
et la résistance aux traitements du CEO, nous avons utilisé le méme modéle de 'EMT
modulé par I'expression de LY75 pour étudier in vivo le role spécifique des cellules du CEO
avec phénotype épithélial (E), mésenchymateux (M) ou phénotype mixte épithélial plus
mésenchymateux (E + M), dans l'initiation, la dissémination et la réponse au traitement du
CEO, apres des injections intra-bursales (IB) de SKOV3-M (contrble), SKOV3-E



(Ly75KD) et une population mixte de SKOV3-E + SKOV3-M chez les souris
immunodéficientes SCID. Le modeéle orthotopique 1B du CEO a été choisi en raison de ses
avantages par rapport aux modeles conventionnels de xénogreffes (exemples d'injections
sous-cutanée ou intrapéritonéale des cellules tumorales), car il reproduit le schéma de
formation des tumeurs dans le site primaire et permet aux cellules tumorales d'interagir avec
le microenvironnement approprié.

Nous avons constaté que les cellules SKOV3-E injectées par voie IB présentaient un
potentiel métastatique et une résistance au traitement considérablement plus élevés que les
cellules SKOV3-M, en raison de l'acquisition des caractéristiques des cellules souches et
d'un phénotype hybride médié par Ly75KD. Nous avons également confirmé in vivo que
l'absence de LY75 dirige la suppression de la voie Wnt/p3-caténine dans les cellules du CEO,
suggeérant un rdle protecteur de cette voie dans I'étiologie du CEO. De plus, nos données
soulevent des inquiétudes sur [l'utilisation de vaccins en ciblant LY75 pour
I'immunothérapie a cellules dendritiques dans le CEO, en raison de la survenue possible

d'effets secondaires indésirables.



Abstract

Growing evidence shows that the epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays an
important role in the progression and metastasis of epithelial ovarian cancer (ECO); however,
the molecular mechanisms of this transition remain poorly defined. We have previously
shown that the LY75 antigen receptor can modulate the phenotype of EOC cells, as well as
their metastatic potential. Indeed, the suppression of LY75 directed the mesenchymal-
epithelial transition (MET) of mesenchymal EOC cells, which resulted in enhanced tumor
cell colonization and metastatic growth in vivo, when using an intraperitoneal (IP) xenograft
animal model. We used EMT mediated by modulation of the LY 75 expression as a model to
study the DNA methylation changes in EOC cells undergoing EMT, using the reduced
representation bisulfite sequencing (RRBS) methodology. Numerous genes have shown
alterations in their DNA methylation profile linked to EMT, especially in their promoter/1st
exon region. Among these genes, ten genes were further selected for validation of these
observed alterations in DNA methylation by alternative methods. Some of these genes could
represent new biomarkers and/or therapeutic targets in EOC. In addition, our methylation
data were strongly and predominantly indicative of the involvement of the Wnt/B-catenin
pathway in the DNA methylation variations induced by EMT in EOC cells. Additional
experiments, including the suppression of the Wnt/B-catenin pathway in EOC cells using a
specific inhibitor and the identification of LY75 interaction partners by a proteomic
approach, have demonstrated the direct implication of the LY75 receptor in the modulation
of Wnt/pB-catenin signaling in EOC cells.

Consecutively, we used the LY75-mediated modulation of EMT in EOC cells as a model to
investigate in vivo the specific role of EOC cells with epithelial (E), mesenchymal (M) or
mixed epithelial plus mesenchymal (E+M) phenotype in EOC initiation, dissemination and
treatment response, following intra-bursal (I1B) injections of SKOV3-M (control), SKOV3-E
(Ly75KD) and a mixed population of SKOV3-E+M cells in SCID mice. The IB orthotopic
EOC model was now chosen due to its advantages over conventional xenograft models (e.g.
subcutaneous or intraperitoneal injections of tumor cells), since it reproduces the primary site
of tumor formation and enables tumor cells to interact with appropriate microenvironment.
We found that IB injected SKOV3-E cells displayed considerably higher metastatic potential
and resistance to treatment compared to SKOV3-M cells, mainly due to the acquisition of a



hybrid phenotype mediated by the Ly75KD and gain of stem cells characteristics. We have
also confirmed in vivo that the LY75 ablation directs the suppression of the Wnt/p-catenin
pathway in EOC cells, suggesting for a protective role of this pathway in the EOC etiology.
Moreover, our data raise concern on the use of LY75-targeted vaccines for dendritic-cell

EOC immunotherapy, due to possible occurrence of undesirable side effects.
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Avant-propos

Ce projet de doctorat en biologie moléculaire et cellulaire portant sur I’investigation des
mécanismes moléculaires de ’EMT dans la propagation du CEO a été amorcé en juin 2017
sous la direction du Dr Dimcho Bachvarov au sein de son laboratoire au CRCEO (Centre de
Recherche Clinique et Evaluative En Oncologie) rattaché au centre de recherche a I’Hotel-
Dieu de Québec. Cette thése est subdivisée en quatre sections. La premiére consiste en une
introduction qui aborde dans une premiere partie les généralités sur le CEO, ses différents
types, ses facteurs de risque et de prévention ainsi que les méthodes actuelles de son
diagnostic et traitements. La deuxiéme partie de 1’introduction porte sur la définition et la
caractérisation de ’EMT, ses différents types, sa signalisation, son role dans le cancer en
général et dans le CEO en particulier. Le lien entre 'EMT et le phénomene de la
chimiorésistance est aussi abordé. Cette introduction va découler sur la
problématique/hypothése et les trois objectifs de 1I’étude. Les résultats du travail expérimental
qui s’est étalé sur trois années seront presentés sous forme d’articles scientifiques en deux
chapitres distincts. En effet, ce projet a fait I’objet de deux publications. La premiere traite
conjointement le 1°™ et le 2°™ objectif. Cet article est publié dans le journal 1JMS
(International journal of molecular sciences) 2020 Mar 7;21(5):1848 [1] dans une issue
spéciale sur le role de la voie Wnt/B-caténine dans le cancer. La seconde publication répond
au troisieme objectif qui porte sur 1’étude animale. Cette étude constitue une continuité du
premier article. Elle est donc publiée par le méme journal IJIMS 2020 July 15; 21 (14), 4992
suite a leur invitation. A la suite de cet article, les résultats supplémentaires non publiés vont
cléturer le chapitre 2. La présente thése se terminera par un 3°™ chapitre comprenant une

discussion générale des résultats de I’étude.
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Introduction

|. Généralités sur le cancer de ’ovaire

1.1 Données épidemiologiques

Le cancer de I’ovaire est un probléme majeur de santé publique, car malgré son incidence
peu fréquente, il représente la premiére cause de déces par cancer gynécologique. Selon
I’organisation mondiale de la santé (OMS) environ 225 500 cas de cancer de 1’ovaire sont
diagnostiqués chaque année dont 140 200 déces suite a la maladie. De ce fait le cancer de
I’ovaire est classé 7°M forme de cancer la plus courante et la 8™ cause de déceés par cancer
des femmes dans le monde [2, 3]. Dans le monde occidental, le cancer de I’ovaire gagne la
5™ place de cause de déces la plus fréquente chez la femme [4]. Au Canada, la société
canadienne du cancer estime que pour I’année 2020, 3100 canadiennes ont recu un diagnostic
de cancer de I’ovaire dont 1900 femmes sont ou seront décédées. Comme le montre la figure

1.1, (Source : statistique Canada : https://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-

type/ovarian/statistics), les taux d’incidence et de mortalité reliés a la maladie augmentent

avec 1’age. Cependant, bien que I’incidence du cancer de 1’ovaire soit plus faible par
comparaison aux autres cancers gynécologiques, le taux de mortalité est plus élevé dans le
cas du cancer de ’ovaire. Ce taux passe d’environ 3 pour 100 000 femmes entre 40 et 44
ans a plus de 40 pour 100 000 femmes au-dela de 74 ans (figure 1.1). La survie globale des
patientes a 5 ans est pres de 40% [5]. Cette survie a 5 ans est restée inchangée depuis 1980
[6]. Selon les chiffres les plus récents rapportés par 1’institut national sur le cancer SEER
(surveillance epidemiology and results programme) pour les années comprises entre 2009-

2015, le taux de survie actuel a 5 ans aux états Unis d”’Amérique (USA) est d’environ 47,6%

(source : https://seer.cancer.gov/statfacts/html/ovary.html, consulté le 17 janvier 2020).

Ce sombre pronostic s’explique a la fois par la découverte tardive de la maladie et par le
développement d’une chimiorésistance au cours du traitement. Dans la majorité des cas, le
diagnostic est posé a un stade avancé de la diffusion péritonéale et 1’expression
symptomatique banale des cancers ovariens (troubles digestifs, urinaires ou gynécologiques)

explique la fréquence des diagnostics tardifs [7].
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Figure 1. 1: Représentation des cancers gynécologiques par groupes d’age. Canada, 2010.

1.2 : Généralités sur I’ovaire, notions anatomiques

Les ovaires, au hombre de deux, sont situés dans la cavité péritonéale pelvienne, de chaque

coté de I'utérus (Figure 1.2). lls sont ovoides, aplatis et mesurent environ 4 cm de longueur,



2 c¢cm de largeur et 1 cm d’épaisseur [8]. La localisation des ovaires au sein de la cavité
péritonéale et la continuité entre le péritoine et 1’épithélium ovarien de surface sont des
éléments physiopathologiques importants car toute cellule de la surface, notamment

cancéreuse, est susceptible de s’exfolier et de disséminer dans la cavité péritonéale [9].
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Figure 1. 2 : Localisation anatomique des ovaires.

I.2.1 L’épithélium ovarien de surface

L’épithélium ovarien de surface (EOS), appelé aussi mésothorium ovarien [10], constitue
I’épithélium recouvrant les ovaires en continuité du mésothorium péritonéal [11]. Chez les
femmes adultes, ’EOS est constitué d’une monocouche de cellules squameuses cubiques
caractérisées par 1’expression de certaines cytokératines. L’EOS est séparé du stroma ovarien
sous-jacent par la lame basale et par une couche tissulaire dense riche en collagene appelée :
tunica albuginea responsable de la couleur blanche des ovaires. Cet épithélium se différencie
du péritoine par I’expression de la mucine et des enzymes de types hydroxystéroides
déshydrogénases. De plus, les cellules de I’EOS, contrairement aux cellules épithéliales du
péritoine, possedent des récepteurs aux cestrogenes et a la progestérone. Les cellules
épithéliales de I’EOS sont faiblement ancrées a la matrice extracellulaire (MEC) et présentent
peu de contacts entre elles. En effet, I’intégrit¢ de 1’épithélium repose sur de simples
interactions desmosomales, des jonctions serrées partielles impliquant plusieurs intégrines et
cadhérines. 1l faut noter aussi que ces cellules proliferent peu. Combinées, ces
caractéristiques forment un environnement adéquat pour maintenir les cellules isolées et dans
un état quiescent. Ces conditions sont idéales pour une population de cellules souches. De ce

fait, les cellules de I’EOS expriment des marqueurs de cellules souches et sont capables de



se différencier en un phénotype fibroblastique ou épithélial en fonction de leur
microenvironnement [5].

L’EOS intervient lors du développement et de la rupture folliculaire conduisant ainsi a la
libération des ovocytes (Figure 1.3). En effet, lors de 1’ovulation, I’EOS subit une déchirure
sous I’action des protéases sécrétées. Un processus de cicatrisation est ensuite mis en place
entrainant la prolifération des cellules épithéliales afin de restaurer la continuité de I’EOS.
L’ancien follicule peut évoluer en kyste d’inclusion dans le stroma et étre a 1’origine d’une

division cellulaire pouvant subir une transformation neoplasique [12].
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Figure 1. 3 : Cycle de I’ovulation et rupture de I’EOS. Modifiée de [12].
A) Schéma de la maturation et la libération de I'ovule. B) La déformation de I’EOS est indiquée par
la fleche grise. La réparation de ’EOS, suite a la libération de 1'ovule, méne a la formation
d'invagination (*) et de kystes d'inclusion (fleche noire en C). Grossissement original x25.



1.3. Etiologie du cancer de ’ovaire

De nos jours, I’étiologie du cancer de 1’ovaire reste encore ambigué. Ceci est d0 en partie a
la localisation intra-abdominale de 1’ovaire mais aussi a la prépondérance de la maladie a des
stades avancés lors de la mise en évidence de ce type de cancer. De ce fait, il est difficile de
caractériser les modifications qu’a subies I’EOS et qui seraient compatibles avec la néoplasie
intraépitheliale [13]. Ainsi, peu d’informations sur les événements moléculaires et génétiques

précoces associés a la carcinogenése ovarienne sont recueillies.

1.3.1 Théorie sur la genése du cancer de ’ovaire

La cellule d’origine qui déclenche le cancer de 1’ovaire n’est pas encore définie de maniére
concluante. A ce propos, une des hypothéses courantes mais non prouvées est que le cancer
de ’ovaire émergerait de cellules kystiques de I’EOS nichées dans le stroma en contact des
facteurs de croissance. Plusieurs études soutiennent en effet cette hypothése. A titre
d’exemple, la prise de pilule contraceptive orale constitue un agent préventif du cancer de
I’ovaire en activant des voies moléculaires de prévention de la maladie dans les cellules de
I’EOS entre autres via I’apoptose [14, 15]. Une autre étude a mis en évidence une corrélation
entre les modifications histologiques dysplasiques et la perte des mécanismes suppressifs de
tumeurs dans I’EOS des ovaires a haut risque [16]. Il a été observé aussi que chez plusieurs
patientes présentant des cancers précoces, I’EOS passe d’une condition non maligne a une
condition maligne [17].

D’autres études abordent « I’hypothése de I’ovulation » comme phénomene potentiel derriére
I’avenement du cancer de I’ovaire. Ainsi les perturbations répétitives que subit I’épithélium
lors de I’ovulation entre déchirure et réparation peuvent conduire a 1’acquisition de Iésions
géniques dans les cellules épithéliales ovariennes et donc a un cancer de 1’ovaire chez les
personnes sensibles [18, 19]. Cette théorie est soutenue par plusieurs études
épidémiologiques qui justifient le lien entre 1’ovulation et la genése du cancer de I’ovaire.
Notamment, il a été démontré que la prise de pilules contraceptives de méme que les
grossesses multiples protegeraient du cancer de I’ovaire en réduisant I’avénement de
I’ovulation [20-22]. Dans le méme ordre d’idée, la nulliparité et ’infertilité augmenteraient
le risque du cancer de 1’ovaire en lien avec le nombre de cycles ovulatoires et leurs

perturbations associées entre déchirure et réparation de 1’épithélium ovarien comme observé



chez les poules avicoles. Il est donc fort probable que cet épithélium soit prédisposé aux
altérations de p53 (Tumor protein 53) ce qui conduirait & une réparation aberrante de I’ADN
et donc a une plus grande susceptibilité au cancer de 1’ovaire [23, 24]. Le CEO peut aussi
émerger a partir des cellules souches et des organes avoisinants. Le mécanisme rapide et
robuste impliqué lors de la réparation de la surface de I’ovaire suggere la présence de cellules
souches. Les cellules souches ont été décrites comme de parfaites candidates pour induire un
cancer dans des tissus épithéliaux et ceci pourrait s’appliquer au cancer de 1’ovaire. En effet,
les cellules de I’EOS expriment différents marqueurs de cellules souches tels que NANOG
(Nanog Homeobox) et le cluster de différenciation 44 (CD44). Certains de ces marqueurs
sont localisés au site d’ovulation suggérant ainsi un possible réle des cellules souches dans
la cicatrisation de la surface épithéliale aprés 1’ovulation [25]. De plus, il est connu ces
dernieres années que les CEOs expriment aussi les marqueurs de cellules souches qui
seraient derriére le phénomeéne de résistance au traitement [26]. Cependant aucune de ces
précédentes hypothéses ne peut expliquer a elle seule completement les différents types de
cancers de I’ovaire. La genése du cancer de I’ovaire est un processus multifactoriel
impliquant un jeu complexe d’événements biologiques liés a I’ovulation, aux facteurs
hormonaux et a I’inflammation. Ces facteurs de risque du CEO seront discutés dans la section
1.3.2. Une autre hypothese quant a la genése du cancer de ’ovaire, stipule que la maladie
aurait pour origine des cellules de la trompe de Fallope [27-29]. Cette récente hypothése est
soutenue par différentes découvertes qui montrent que la plupart des cancers de 1’ovaire ont
une histologie similaire a celle de la trompe de Fallope. En outre, le risque du cancer de la
trompe de Fallope est nettement plus élevé chez les patientes présentant une prédisposition
génétique pour le cancer de I’ovaire [29]. De plus, les patientes atteintes de carcinomes
pelviens séreux sont susceptibles de développer des cancers des trompes de Fallope avec les
mémes lésions et altérations de la protéine p53 tel qu’observé dans les pelvis [30, 31]. Les
deux trompes de Fallope sont situées entre les ovaires et I’utérus. Elles sont positionnées de
fagon symetrique par rapport a la ligne médiane. Chaque trompe de Fallope débute de la
partie supérieure et latérale de 1’utérus et se prolonge jusqu’a I’ovaire situé du méme coté.
Chaqgue trompe de Fallope est divisée en quatre sections. Le segment utérin assure une
connexion résistante avec 1’utérus. L’isthme constitue la zone suivante reliant la partie utérine

a I’ampoule et I’ampoule représente la partie la plus volumineuse. La trompe de Fallope se



termine par le pavillon formé comme un entonnoir au-dessus de I’ovaire et doté de franges
pour la réception de 1’ovule [32]. Des études plus approfondies ont montré que les femmes
porteuses de mutations dans les genes BRCA1/2 (breast cancer 1/2 : géne de préedisposition
au cancer du sein) sont également sujettes au cancer des trompes de Fallope en plus du risque
pour le cancer du sein et le CEO [33-35]. Par conséquent il est fortement suggéré aux femmes
porteuses de ces mutations délétéres d’opter pour une chirurgie prophylactique consistant en
une ablation des ovaires et des trompes de Fallope afin de réduire leur risque de développer
un cancer [36, 37]. L’analyse des trompes de Fallope enlevées par chirurgie des femmes a
risque de développer un CEO et porteuses de BRCA1 a montré que la moitié des femmes
présentaient des changements prénéoplasiques dans I’épithélium des trompes de Fallope
[38]. En revanche, peu d’anomalies ont été trouvées dans les ovaires retirés de fagon
préventive des femmes porteuses de mutations dans BRCAL [39]. Les examens
histopathologiques plus approfondis réaliseés sur les ovaires et les trompes de Fallope extraits
des femmes a risque de maniére prophylactique ont permis la découverte des lésions pré-
malignes potentielles dans le pavillon des trompes de Fallope qui seraient a 1’origine des
CEO de type séreux et de haut grade [40-42].

1.3.2 Facteurs de risques du cancer de I’ovaire

Le premier facteur de risque du CEO demeure 1’age. L’age moyen du diagnostic du cancer
de I’ovaire se situe aprés la ménopause entre 60 et 64 ans. Chez les jeunes femmes (moins
de 45 ans), I’incidence est plus faible [43]. Néanmoins, d’autres facteurs de risques sont

incriminés dans la genése du CEO.
1.3.2.1 Facteurs génétiques

Il a été rapporté que le cancer de I’ovaire peut avoir une origine héréditaire. En effet, les
antécédents familiaux du cancer de I’ovaire en particulier chez les personnes dont la parenté
est du 1°" ou 2°™ degré constituent 1’un des facteurs de risque les plus significatifs et ce par
comparaison aux femmes qui n’ont pas de cancer de I’ovaire dans la famille [44]. De plus,
la découverte des genes de susceptibilité au cancer, BRCAL et BRCA2, confirme 1’hypothése
que le cancer de ’ovaire pourrait apparaitre chez les femmes prédisposées génétiquement. A

cet effet, on estime qu’environ 10 a 12% des femmes diagnostiquées avec un cancer de



I’ovaire portent des mutations germinales dans les génes BRCAL et BRCA2 [45]. L’étude de
J M Schildkraut et al, (1989) a rapporté une corrélation trés significative entre le cancer du
sein et le cancer de I’ovaire en incriminant les mutations dans les genes BRCAL/2 [46]. Les
genes BRCAs sont des suppresseurs de tumeur qui jouent un role dans le maintien de
I’intégrité du génome. Ces genes participent & la réparation des cassures double-brin de
I’ADN, au contrdle du cycle cellulaire et veillent & la bonne ségrégation des chromosomes.
La perte d’expression de ces génes ou la présence de mutations germinales conduisent a une
instabilité génomique et a la tumorigenése [47].

En plus des génes BRCAs, environ 2 a 3 % de risque supplémentaire proviendrait de familles
atteintes d’un cancer colorectal héréditaire sans polypose ou du syndrome de Lynch. Ces
familles portent des mutations dans les genes de réparation de I’ADN et présentent un risque
de 10% a 13% de développer un cancer de 1I’ovaire au cours de leur vie [48, 49]. En effet, ces
personnes présentent des mutations dans les génes MSH2 (DNA mismatch repair protein
Msh2), MLH1 (MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2), PSM1 (PMS1 protein
homolog 1) et PMS2 (mismatch repair endonuclease), génes impliqués dans la réparation des
mésappariements d’ADN en lien aussi avec I’instabilité génomique et le risque de développer

un cancer [50].
1.3.2.2 Facteurs liés a la reproduction

Il a été rapporté dans des études de cas-témoins que la grossesse réduit le risque du cancer de
I’ovaire d’un tiers (1/3) et ce risque diminue davantage avec des grossesses multiples [51,
52]. En outre, une premiére grossesse tardive est plus protectrice contre le CEO qu’une
premiére grossesse a un jeune age. En effet, une premiére grossesse aprés 35 ans protege
deux fois plus contre le cancer de ’ovaire qu’une premicre grossesse avant 25 ans. Cette
constatation est une preuve que les mécanismes de protection contre le cancer de 1’ovaire
induit par la grossesse vont au-dela de 1I’anovulation [53]. 1l est en effet suggeré que lors de
la grossesse, 1’apoptose pourrait s’activer par les hormones de grossesses via un mécanisme
de protection sous-jacent pour éliminer les cellules pré-malignes ou endommagées de I’EOS
[54].

Si la multiparité protége contre le cancer de I’ovaire, la nulliparité et 1’infertilité sont

associées a un facteur de risque multiplié par deux. De plus, il existe une forte corrélation



entre 1'usage de drogues pour stimuler 1’ovulation et la genése d’un cancer épithélial de
I’ovaire [55, 56].

Cependant, les femmes fertiles qui sont traitées pour étre infertiles bénéficient d’une
protection contre le cancer de I’ovaire. En effet, dans de nombreuses études de cas-témoins
a travers le temps, 1’usage de la pilule contraceptive orale montre une protection contre le
cancer de I’ovaire qui peut durer jusqu’a 20 ans apres la derniere utilisation [20, 57, 58]. Ces
données sont similaires a la protection conferée par la parité ce qui nous laisse suggérer que
la pilule contraceptive et la parité partagent un méme mécanisme de défense contre le cancer
de I’ovaire probablement via I’avénement de 1’ovulation en réduisant le nombre de cycles

ovulatoires.
1.3.2.3 Facteur lié a ’allaitement maternel

Bien que les résultats des études publiées ne concordent pas, elles tendent & montrer que
I’allaitement réduit le risque du cancer de ’ovaire. L’étude de Danforth et al (2007) s’est
concentrée sur I’impact de ’effet de I’allaitement au sein sur le risque du cancer de I’ovaire
indépendamment de la parité. La durée mediane de I’allaitement était de 9 mois. Par
comparaison aux femmes non allaitantes, I’allaitement n’a aucun effet significatif [59].
Cependant, les femmes qui ont allaité 18 mois ou plus présentent une diminution significative
de 34% du risque de développer un cancer de I’ovaire par rapport aux femmes qui n’ont
jamais allaité. Néanmoins, Cet effet protecteur n’augmente pas avec le nombre de bébés
allaités [60]. Dans une autre étude, Jordan et al (2010) rapportent une timide diminution du
risque de 2 % suite a I’allaitement. Cependant, cet effet protecteur ne se manifeste pas contre
les cancers de 1’ovaire de type séreux, mucineux ou borderline mais est maintenu contre les
autres sous-types histologiques du cancer de 1’ovaire [61]. Les différents types histologiques
du CEO seront abordés dans la section 1.4.4.

1.3.2.4 Facteurs hormonaux

L’¢épithélium ovarien de surface normal exprime naturellement des récepteurs pour plusieurs
membres de la superfamille des hormones stéroidiennes notamment les cestrogenes, les
progestatifs, les rétinoides, la vitamine D et les androgénes. De plus, I’EOS contient des

récepteurs pour les gonadotrophines et peut impliquer une signalisation non-hormonale de la



voie des cyclooxygenases par exemple. Dans cet ordre d’idée, il est tout a fait possible que
des facteurs environnementaux et reproductifs aient une incidence sur le risque du cancer de
I’ovaire via les interactions biologiques des agents hormonaux et non hormonaux avec I’EOS.
A titre d’exemple, il a été rapporté que les effets apoptotiques induits par les progestatifs
conférent une protection contre le cancer de 1’ovaire. Cet effet est notamment observeé lors
de I’'usage de pilules contraceptives et lors de la grossesse ou le niveau de la progestérone est
trés éleve [14]. Il a été suggéré que I’apoptose est donc un moyen de défense contre le cancer
de I’ovaire induit par la progestérone via entre autre la modulation du niveau de TGF-j
(Transforming growth factor beta) [15]. Les hormones de types cestrogenes et androgénes

quant a elle stimulent 1’épithélium ovarien augmentant ainsi le risque de la maladie [62].
1.3.2.5 Facteurs inflammatoires

Parmi les premicres études qui suggerent que le cancer de I’ovaire pourrait avoir un lien avec
des facteurs inflammatoires fat celle de Ness et al, (1999). Dans son analyse, Ness se base
sur les lacunes des hypothéses de I’ovulation et de gonadotrophine dans 1’explication de la
genese du cancer de 1’ovaire suite a 1’utilisation du talc, a ’endométriose ou encore a la
maladie inflammatoire pelvienne. De plus, ces hypothéses n’éclairent pas plus sur 1’effet
protecteur de I’hystérectomie et la ligature des trompes de Fallope [63].

De plus en plus d’études suggerent que I’EOS et les trompes de Fallope baignent de maniére
chronique dans un environnement inflammatoire relié¢ aux processus normaux de I’ovulation
et de la menstruation [64]. En effet, les cytokines pro-inflammatoires sont présentes dans les
fluides lors de I’ovulation et de la menstruation et entrent en contact avec les trompes de
Fallope. Le niveau de ces mémes cytokines est nettement plus élevé dans les cancers
épithéliaux de 1’ovaire tel qu’observé aussi dans d’autres états pathologiques par exemple
I’endométriose et les inflammations pelviennes [65]. Récemment une corrélation positive
entre le risque accru du cancer de I’ovaire et un dosage sérique ¢levé de la protéine C-réactive
(CRP) a été établi [66, 67]. De plus, une étude cas-témoins nichée dans une cohorte
comportant 232 femmes diagnostiquées avec un cancer de 1’ovaire appariées a 432 témoins
montre que des taux de cytokines (par exemple les interleukines) en circulation mesurés avant

le diagnostic étaient plus élevés chez les femmes ayant développé un cancer ovarien par la
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suite [68]. Cette étude incrimine de maniere directe I’inflammation dans le développement

du cancer de 1’ovaire.

1.3.2.6 Facteurs chirurgicaux

Il a été rapporté que I’hystérectomie (ablation de 1’utérus) réduit a elle seule le risque du
cancer de I’ovaire [69]. De méme la ligature des trompes de Fallope réduit ce risque de 34%
[70]. Chez les femmes prédisposées génétiquement au cancer de l’ovaire suite a des
mutations dans BRCA1, la ligature des trompes réduit ce risque de 60%. Cet effet protecteur
augmente lorsque la ligature est accompagnee de prise de contraceptifs oraux. Toutefois, la
diminution du risque du CEO n’est pas observée pour les femmes ayant des mutations dans
BRCA2 [71]. L’hystérectomie et la ligature des trompes de Fallope constituent donc un
moyen efficace pour contrer le cancer de 1’ovaire surtout pour les femmes prédisposées

génétiquement. Toutefois, les mécanismes de protection de ces chirurgies restent incompris.

1.3.2.7 Facteurs liés au mode de vie

» Obésité
Une revue systématique a rapporté une modeste association positive entre le risque de cancer
de I’ovaire et un indice de masse corporelle (IMC) >30 kg/m?. Cette association ne cible pas
un sous-type histologique particulier des cancers de 1’ovaire [72]. Les différents sous types
sont détaillés dans la section 1.4. Dans une autre étude de prévention contre risque du cancer,
une relation statistiquement significative entre la mortalité par cancer de 1’ovaire et un IMC
élevé a été établie dans une cohorte de 495 477 femmes suivies pendant 16 ans par

comparaison aux femmes avec un poids normal [73].

» Diéte et nutriments
Plusieurs études se sont intéressées a 1’identification des facteurs diététiques qui seraient en
lien avec le développement du cancer de 1’ovaire. L’étude cas-témoins menée en ltalie
impliquant 455 femmes atteintes de carcinomes épithéliaux confirmés histologiquement
comparées a 1385 témoins montrent que les femmes atteintes de cancer de I’ovaire

consommaient 7 portions de viandes par semaine en comparaison de 4 portions chez les
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témoins. Une association statistiguement significative est également observée entre la
consommation de beurre versus autres matieres grasses. Toutefois, la consommation de
poissons, de légumes verts, de pates et de pains a grains entiers serait associée a une
diminution de risque [74]. Une autre étude américaine sur une cohorte plus large comportant
29 080 femmes montrent que la consommation fréquentes d’ceufs (2 a 4 par semaine) ainsi
qu’une consommation élevée de glucides et de produits laitiers augmente le risque de
développer le CEO alors que le risque est réduit avec la consommation de fruits et légumes
[75]. Toutefois, des études plus récentes assemblant plusieurs cohortes ne montrent pas
d’association significative entre la consommation de fruits et 1égumes et le risque du CEO
[76, 77]. En se basant sur les directives américaines de I’'USDA (United States Department
of Agriculture), I’é¢tude de Chandran et al (2011) a évalué le lien entre I’indice d’une saine
alimentation et le cancer de I’ovaire. Cette étude cas-témoins regroupe 205 femmes atteintes
d’un cancer de I’ovaire et 390 témoins. Les auteurs ont conclu qu’il n’existe aucun effet
protecteur ou de risque lié a un groupe ou un régime alimentaire particulier en lien avec le
CEO [78].

» Exercice et activité physique

Les études menées a ce jour tendent toutes a conclure qu’il n’existe pas d’association inverse
solide entre I’activité physique et le cancer de 1’ovaire. En effet, les résultats sillonnent
entre pas d’effet et un effet modeste possiblement néfaste d’une activité physique rigoureuse
sur le risque de développer un CEO [79-81]. Une étude plus récente impliquant 264 femmes
survivantes du CEO a conclu qu’il n’existe pas de lien significatif entre 1’activité physique
et le risque de développer un CEO. De plus, cette activité physique ne semble pas aussi avoir
un effet protecteur contre les récidives pour les femmes diagnostiquées auparavant d’un CEO
[82].

Les mécanismes susceptibles de médier I’impact de I’exercice sur le risque de cancer de
I’ovaire ne sont pas bien connus. On pourrait penser aux changements hormonaux, que
I’activité physique peut provoquer en réduisant I’obésité et les taux d’ostéogenes, ce qui
amenerait éventuellement a la réduction du risque du CEO. Cependant, I’activité intense et

soutenue pourrait élever le niveau des gonadotrophines et donc augmenter le risque du CEO.
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» Tabac et cigarette

L’effet de la cigarette sur le cancer de I’ovaire n’est pas bien étudié. Toutefois, on note une
intrigante association entre la consommation des produits de tabac et 1’augmentation de
I’incidence du cancer de 1’ovaire de type mucineux uniquement [83, 84]. Les mécanismes de
la cigarette dans le développement du cancer de 1’ovaire ne sont pas encore compris. Une
étude a rapporté la présence de nicotine et ses dérivés dans le tissu ovarien [85]. On pourrait
donc penser que ces agents pourraient causer des dommages directs a I’ADN des cellules de
I’EOS. De plus, il est a noter que les fumeuses ont un niveau de gonadotrophine et
d’androgene plus élevé ce qui augmente le risque du CEO [86]. Toutefois, il est également
connu que la cigarette induit une ménopause précoce ce qui constitue un facteur protecteur
contre le CEO [86-88].

1.3.2.8 Facteurs liés a la distribution géographique

Il existe dans le monde une distribution géographique du CEO. En effet, cette maladie
présente une incidence croissante et proportionnelle a la distance latitudinale de I’équateur.
En d’autres mots, le cancer de 1’ovaire est plus présent dans 1’hémisphére nord. Cette
distribution nord-sud est également observée aux USA ou le risque de cancer de I’ovaire est
plus élevé dans le nord par rapport au sud du pays. Ce phénomene est expliqué par la durée
d’ensoleillement. En effet, le risque du cancer de I’ovaire diminue dans les régions plus
ensoleillées [89]. Gréace au soleil, la pré-vitamine D est fabriquée dans la peau et induit ainsi
des effets biologiques dans I’EOS. Elle peut par exemple provoquer I’apoptose des cellules
épithéliales génétiquement endommagées ce qui prévient leur transformation en cellules
malignes [90]. Une étude cas-témoins soutient cette constatation et montre que le risque de
développer un cancer de 1’ovaire diminue de 50% suite a une alimentation riche en vitamine
D [91]. Plusieurs autres études regroupées dans la revue de Guo, (2018) rapportent aussi ces

effets bénéfiques de la vitamine D contre le cancer de I’ovaire [92].

1.4 Classification des tumeurs ovariennes

Durant le dernier quart de siecle, les développements scientifiques et les avancées

technologiques ont remis en question les concepts traditionnels du cancer de I’ovaire. Tout
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d’abord, il a été reconnu que le cancer de I’ovaire n’est pas une maladie homogeéne mais
plutdt un groupe de maladies avec des morphologies, des caractéristiques et des
comportements biologiques distincts. Historiquement, différents systémes classent le cancer
de I’ovaire en plusieurs catégories en se basant sur des critéres de morphologie des tumeurs.
Ces systemes sont : le systeme de ’OMS, le systeme de classification de la Fédération
Internationale de Gynécologie-Obstétrique (FIGO) le systeme de Silverberg et la
classification basée sur 1’histologie des tumeurs. Cependant, le systeme de référence le plus

courant est le systeme FIGO [93].

1.4.1 Classification de ’OMS

En se basant sur le tissu d’origine le plus probable, I’OMS subdivise les néoplasmes ovariens
en trois grandes catégories. On distingue : les tumeurs issues de cellules épitheliales de
surface (65%), les tumeurs issues des cellules germinales (GCT) (15%), les tumeurs du
stroma et du cordon sexuel (SCST) (10%) et les métastases (5%) [94]. Selon I’histologie des
tumeurs chacune de ces trois catégories comprend a son tour plusieurs sous-catégories [95].
Nogales F.F. et Schuldt M. (2017) rapportent dans leur revue que dans le tractus génital
féminin, les tumeurs GCT se manifestent principalement dans 1’ovaire. Elles sont
généralement sous forme de tératomes bénins. Les tumeurs malignes sont donc peu
fréquentes. Les GCTs comprennent plusieurs groupes, on note en plus des tératomes, le
dysgerminome provenant uniquement de cellules germinales pures et le sac vitellin qui peut
se développer a tout age a partir de cellules germinales et somatiques. Il existe un autre type
de GCT appelé mixte. Ce type mixte est rare et souvent associé a des troubles de
développements sexuels [96].

Les tumeurs SCSTs sont des tumeurs rares de la zone ovarienne chez la femme adulte. Elles
constituent un groupe hétérogéne de tumeurs provenant comme leur nom 1’indique des
cellules du stroma et du cordon sexuel. Ces tumeurs sont généralement détectées a un stade
précoce ou environ 70% des patientes presentent des tumeurs de stade I. La chirurgie
constitue donc le traitement par excellence pour ce type de cancer. Toutefois, la
chimiothérapie a base de platine peut étre utilisée de nos jours pour les femmes atteintes de
SCST de stade avanceé ou de récidives. Dans ce cas, le taux de réponse a ce traitement atteint
80% [97].
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Il est connu que 90% des carcinomes ovariens dérivent de 1’épithélium ceelomique recouvrant
la surface des ovaires. Basé sur des ¢tudes d’histopathologie, d’immunohistochimie (IHC),
d’analyses génétiques et moléculaires, le CEO se subdivise en différents types. On distingue :
les carcinomes sereux, le carcinome endomeétrioide, le carcinome a cellules claires, le

mucineux, les tumeurs épithéliales mixtes et les tumeurs épithéliales indifférenciées [98].

1.4.2 La classification FIGO

Dans le but de bien évaluer la progression du CEO et de mettre en place un traitement adéquat
et une meilleure prise en charge des patientes, quatre stades sont décrits selon I’étendue de la
maladie (Tableau I.1 et Figure 1.4). Le stade | restreint ainsi la tumeur au niveau des ovaires.
Si la maladie touche I’un ou les deux ovaires avec une extension pelvienne ou une atteinte
primaire du péritoine il s’agit du stade I1. La maladie passe au stade 11 si en plus des ovaires,
elle gagne le péritoine a I’extérieur du pelvis avec des métastases sur les ganglions
lymphatiques rétropéritonéaux. Quand 1’invasion affecte d’autres organes tels que le foie ou

les poumons on parle alors du stade IV [99].

Figure 1.4 : Classification des tumeurs du CEO selon FIGO.
Stade | : tumeurs limitées aux ovaires. Stade Il : tumeurs étendues aux organes avoisinants (utérus,
trompes, vessie, rctum). Stade Il : métastases péritonéales (a la surface des organes abdominaux).
Stade IV : métastases a distance (principalement poumons). Modifiée de imagyn.org.
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Tableau 1.1 : Stadification détaillée précoce et avancée du cancer de 1’ovaire selon FIGO, 2018
(Imagyn.org).

| stades | Précoces

Cancer limité a un ovaire ou une trompe. Pas de cellules tumorales en surface de I'ovaire ou

1A . S
de la trompe, ni dans le péritoine

B Cancer limité aux deux ovaires ou aux deux trompes. Pas de cellules tumorales en surface des
ovaires ou des trompes, ni dans le péritoine.

IC Cancer limité a un ou deux ovaires (une ou deux trompes)

IC1 Rupture chirurgicale

1C2 Rupture pré-opératoire ou cellules tumorales a la surface de I'ovaire ou de la trompe

IC3 Cellules tumorales dans le lavage péritonéal

A Atteinte d'un ou deux ovaires (ou trompe) associée a une extension pelvienne sous le détroit

supérieur (utérus, trompe, ovaire)

m Avancés et métastatiques

11B Extension aux autres organes pelvien

] Atteinte de I'abdomen ou des ganglion

1A Atteinte ganglionnaire ou abdominale microscopique
A1 Atteinte ganglionnaire isolée (lllali <10mm ; lllalii>10mm
11IA2 Atteinte microscopique abdominale +/- ganglionnaire

1B Atteinte abdominale <2cm +/- ganglionnaire

lC Atteinte abdominale >2cm +/- ganglionnaire

IVA Epanchement pleural avec une cytologie positive

IVB Meétastase parenchymateuse ou extra-abdominale
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1.4.3 Les grades du cancer de ’ovaire : Classification de Silverberg

Au-dela de la stadification, les pathologistes examinent les tissus ovariens issus de biopsies
ou de chirurgies et leur attribuent un grade afin de mieux planifier la stratégie thérapeutique
et bien évaluer le pronostic de la maladie.

Le grade de la tumeur (connu aussi sou le nom de score de la tumeur) est relatif a 1’aspect
histologique du tissu tumoral et a I’indice de division cellulaire. En effet, plus les cellules
sont indifférenciées par rapport au tissu normal, plus elles se divisent et plus la tumeur est
agressive (Figure 1.5). Ladite différenciation est appréciée en évaluant la perte de
I’architecture du tissu d’origine, la forme et la taille des noyaux cellulaires et le nombre de
cellules en division. Le grade est désigné par la lettre G est suivi par un chiffre allant de 1 a
3. En effet, G3 référe a une tumeur tres agressive ou la surface devenue indifférenciée dépasse

50%. Cette surface est de 5 a 50% pour le grade 2 et moins de 5% pour le grade 1 [100].

G1 G2 G3

Agressivité de la tumeur

Différenciation cellulaire

Grade 1 : tumeur bien différenciée (peu agressive)
Grade 2 : tumeur moyennement différenciée (moyennement agressive)

Grade 3 : tumeur peu différenciée (trés agressive)

Figure 1. 5: Représentation schématique de la relation entre la différenciation et I’agressivité
tumorale.

1.4.4 Les types histologiques du CEO

Comme mentionné précédemment, parmi les CEOs, quatre sous-types histologiques sont
majoritairement diagnostiqués. On distingue: les carcinomes séreux (environ 75% des cas
subdivisés en tumeurs séreuses de haut grade (HGSC) et tumeurs séreuses de bas grade
(LGSC), les carcinomes mucineux (environ 3% des cas), les carcinomes endométrioides
(environ 10% des cas) et les carcinomes a cellules claires (environ 10% des cas) [101] (figure
1.6).
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Carcinome & cellules Séreuse de haut grade
claires

Figure 1.6 : Origine des différents types du CEO.

Schéma présentant les possibles origines des différents types de cancers épithéliaux de 1’ovaire. Les
tumeurs mucineuses pourraient étre des métastases de cancers de la sphere digestive. Les tumeurs
endométrioides et a cellules claires pourraient trouver leur origine dans 1’utérus et la menstruation
rétrograde. L origine des tumeurs séreuses de haut grade pourrait provenir des ovaires et des trompes
de Fallope. Figure adaptée de [6].

En 2004, Shih et Kurman proposérent de classer les CEOs en deux types | et 1l en se basant
sur la voie de tumorigeneése ainsi que sur les caractéristiques génétiques de chaque cancer
[102] (voir figure 1.7). Ainsi les tumeurs de type | sont des néoplasmes de bas grade provenant
par continuum des tumeurs borderlines aussi connues sous le nom de tumeurs a la limite de
malignité. D'un point de vue clinique, ces tumeurs de type | se présentent généralement sous
forme de néoplasmes kystiques unilatéraux de grande taille qui se développent de maniére
indolente. Ces tumeurs ont un excellent pronostic lorsqu'elles sont confinées a 1’ovaire. Ce
type | comprend les LGSCs, les carcinomes mucineux, endométrioides, les tumeurs malignes
de Brenner et les carcinomes a cellules claires [103].
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1.4.4.1 Les carcinomes du type |

1.4.4.1.1 Les carcinomes endométrioides et les carcinomes a cellules claires

Les deux carcinomes endométrioides et a cellules claires proviendraient de transformation
maligne de kystes endomeétriotiques préexistants [104]. 1l est en effet proposé que le contenu
des kystes endométriotiques notamment 1’excés de fer issu du vieux sang est associé¢ au
développement d’un cancer suite a un stress oxydatif persistant [105]. De plus, les cellules
épithéliales des kystes sont exposées a un stress oxydatif et a I’hypoxie ce qui induit des
dommages moléculaires accrus notamment a I’ADN dont la réparation est moins efficace.
Ces cellules sont donc facilement transformables en cellules malignes [106]. Une étude
associe ¢galement les carcinomes ovariens issus de I’endométriose avec l’infertilité, les
troubles de la menstruation et la ménopause tardive [107]. Le carcinome a cellules claires est
aussi caractérisé par une perturbation du complexe SWIF/SNF (SWiItch/Sucrose Non-
Fermentable) dont le réle est la régulation de la transcription des genes. En effet, des
mutations dans le gene ARID1A (AT-rich interactive domain-containing protein 1A), qui est
un des membres du complexe SWIF/SNF, ont été rapportées [108].

1.4.4.1.2 Les carcinomes mucineux

Les tumeurs mucineuses peuvent étre bénignes, borderlines (a la limite de malignité) ou
malignes. La caractéristique majeure de ces tumeurs est la présence de cellules sécrétrices de
mucus. Les théories quant a I’origine des tumeurs mucineuses sont variées. Il a été suggéré
a cet effet qu’un sous ensemble de carcinomes mucineux serait associé a des tératomes
ovariens bénins (issus de cellules germinales) [109]. D’autres études proposent la métaplasie
(transformation d’un tissu cellulaire différencié en un autre tissu différencié) de 1’épithélium
de surface, de I’endométriose et des tumeurs de Brenner étre a origine des tumeurs
mucineuses [104]. Il a été aussi observé qu’une évolution d’un cystadénome (tumeur
mucineuse Kkystique) en un carcinome invasif en transitant par une tumeur mucineuse
borderline pouvait étre 1’origine des carcinomes mucineux. En effet, des mutations
fréquentes dans le géne KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) sont
signalées dans les cystadénomes, les tumeurs borderlines de méme que dans les carcinomes
mucineux [110-112].
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1.4.4.1.3 Les tumeurs séreuses de bas-grade (LGSC)

Les tumeurs appartenant a cette catégorie sont assez rares. Elles présentent une certaine
stabilité genétique avec seulement quelques mutations caractéristiques. De ce fait, ces
tumeurs se développent lentement et sont souvent indolentes et asymptomatiques. 1l semble
que ces tumeurs peuvent provenir d’une évolution progressive d’un cystadénome séreux a
une tumeur séreuse borderline (SBT) et enfin a une LGSC. En effet, ces carcinomes
présentent des altérations dans I’ADN semblables a celles observées au niveau des SBTS
[113, 114]. Cependant, les mutations du géne p53 sont rares dans les LGSCs comme observé
aussi dans les SBTs [115] .

Une des anciennes théories quant a la genése des LGSCs est la transformation des cellules
mésothéliales en épithélium de Muller suite a leur exposition a 1’environnement stromal
ovarien. La plus récente théorie suggere que les LGSCs proviendraient des trompes de
Fallope [116, 117].

1.4.4.2 Les carcinomes du type Il
Les tumeurs de type Il sont des néoplasmes de haut grade pour lesquels aucune lésion ou
anomalie morphologique précurseur n’a été détectée. Ce type Il est aussi qualifié de
développement de novo [102]. Il représente les tumeurs HGSCs. Ces derniéres constituent
68% des cancers de 1’ovaire. Elles sont associées a un mauvais pronostic et souvent
diagnostiquées tardivement. Dans 80 % des cas, ces carcinomes sont caractérisés par des
mutations au niveau du géne p53 [118-120] et dans 90% des cas des HGSCs héréditaires, on
note des mutations au niveau des genes BRCAL/2. En général ces carcinomes de type Il sont
caractérisés par un indice mitotique élevé et une instabilité génomique suite aux
réarrangements des chromosomes [121]. Plusieurs études rapportent que les HGSCs
proviendraient aussi des trompes de Fallope voire méme de la jonction entre 1’épithélium des

trompes et le mésothéliome des séreuses tubaires [38, 122, 123].
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Figure 1.7 : Représentation schématique des différents types du cancer de I’ovaire.

1.5 Diagnostic

1.5.1 Diagnostic basé sur les symptdmes

L’absence de symptdmes a toujours rendu le diagnostic du cancer de 1’ovaire imprécis. Les
patientes souvent interprétent le peu de symptdmes comme des changements normaux du
corps liés a la maternité, a la ménopause, au stress ou au vieillissement [124]. Toutefois, le
cancer de ’ovaire peut étre désormais reconnu par Ses signes précoces englobant une
distension abdominale (ballonnement et augmentation de la taille abdominale), douleurs
pelviennes et/ou abdominales, trouble alimentaire (perte d’appétit sensation de satiété rapide)
ou encore mictions fréquentes [125, 126]. Il est reconnu que ces différents symptdmes
concernent a la fois les stades précoces et les stades avancés. Cependant, le pronostic de la
maladie est meilleur si elle est diagnostiquée aux stades précoces. De plus, plusieurs
symptomes du cancer de 1’ovaire peuvent étre confondus avec d’autres desordres
physiologiques tel le syndrome du c6lon irritable. Cette difficulté a reconnaitre les signes du
cancer de 1’ovaire oriente la patiente sur de mauvaises pistes ce qui retarde le diagnostic de
la maladie [127]. De nos jours, il n’existe aucun programme de dépistage du CEO, mais il
existe des initiatives basées sur I’indice des symptomes probables et leurs fréquences en
combinaison avec les biomarqueurs comme c’est le cas aux USA et au Royaume-Uni [128-

130].
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1.5.2 Diagnostic basé sur ’imagerie

Suite a la difficulté de détecter le cancer de I’ovaire en se basant uniquement sur les
symptomes, 1’examen physique demeure le moyen le plus efficace pour détecter une
éventuelle masse pelvienne. Généralement une echographie transvaginale, abdominale ou
pelvienne est I’examen le plus utilisé pour détecter une quelconque anomalie de taille ou
d’architecture des ovaires. Une échographie Doppler peut aussi étre utilisée pour un examen
plus approfondi de la vascularisation de la masse. L’imagerie photoacoustique est une
technique récente (années 2000) basée sur la détection des ondes ultrasonores excitées par la
lumic¢re. Elle se joint a I’imagerie par échographie classique pour une meilleure
caractérisation du cancer de I’ovaire. Cette technique permet en effet la détection précoce de
I’angiogenése [131, 132]. A linstar de I’échographie, I’imageric anatomique par
tomodensitométrie (TDM) appelée aussi scanographie et 1’imagerie par résonnance
magnétique (IRM) sont également utilisées pour évaluer 1’étendue et la propagation de la
maladie. La combinaison de ces différentes techniques d’imagerie permet de recueillir un
ensemble d’informations sur la présence et I’étendue du CEO et aide ainsi dans le choix de
la thérapie a adopter [133].

De nos jours, malgré les progres intenses dans le domaine de 1I’imagerie pour améliorer le
diagnostic du CEO, sa détection a un stade précoce reste un défi difficile a atteindre. Il est en
effet primordial d’affiner de meilleures modalités d’imagerie et surtout de développer une

profonde compréhension des biomarqueurs de la maladie.

1.5.3 Diagnostic base sur les biomarqueurs

1.5.3.1 Le CA125
Le marqueur tumoral CA125 (Cancer Antigen 125) a été identifié pour la premiére fois en
1981 par Bast et al., comme étant une protéine sérique surexprimée chez 80% des femmes
diagnostiquées avec un cancer de ’ovaire. Il s’agit d’une glycoprotéine membranaire qui
constitue cliniquement le marqueur le plus étudié et utilisé pour le diagnostic du CEO. Il est
associé a environ 70% des CEOs de haut grade mais demeure déetectable uniquement dans
environ 50% des CEOs précoces [134]. Une augmentation du niveau d’expression de cette
glycoprotéine est également observée dans plusieurs conditions physiologiques et bénignes

comme I’endométriose, la grossesse, le fibrome utérin, I’inflammation pelvienne, la
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menstruation...etc [135]. Le succes de CA125 en tant que marqueur moléculaire pour la
détection du cancer de I’ovaire provient de sa faible expression dans I'épithélium ovarien
normal. Cette faible expression est couplée a une régulation positive significative dans les
tumeurs seéreuses et papillaires. De plus, le fait que cette glycoprotéine soit secrétée dans le
sang rend sa détection relativement simple dans le sérum des patientes. Cependant, la non-
spécificité de ce marqueur et le nombre éleve de faux positifs rendent le CA125 seul
insuffisant pour le diagnostic du CEO, mais peut étre combiné a une échographie abdominale
ou a d’autres marqueurs pour un meilleur diagnostic. Toutefois, le CA125 est plus approprié

pour évaluer les récidives du CEO [136].

1.5.3.2 HE4
Le marqueur HE4 (human epididymis gene product) a d’abord été caractérisé par Kirchhoff
et al., dans le tissu épididymaire humain [137]. Egalement connu sous le nom de WFDC2,
HE4 présente plusieurs isoformes a domaine WAP [138]. En plus de 1’appareil reproducteur
masculin, I’expression de HE4 est aussi détectée dans d’autres tissus tels les poumons, les
reins et les glandes salivaires [139]. Ce géne se trouve également surexprimé dans le CEO
[140, 141]. Plusieurs études ont donc développé des techniques pour promouvoir 1’utilisation
de HE4 comme marqueur potentiel dans le diagnostic du CEO [142], et rapportent que ce
marqueur serait plus sensible que le CA125 pour distinguer les tumeurs bénignes des tumeurs
malignes du CEO [143-146]. De plus, contrairement au CA125, HE4 peut étre détecté dans
des échantillons d’urine, rendant ainsi le diagnostic plus accessible que les tests sériques

[147].

1.5.3.3 OVX1
L’antigene du cancer de I’ovaire OV X1 (ovarian cancer antigen 1) est une glycoprotéine de
haut poids moléculaire détectée dans plus de la moitié des patientes atteintes du CEO dont
I’analyse CA 125 était négative [148]. Van Haaflen et al., ont rapporté que la combinaison de
OVX1 au CA125 et un autre marqueur M-CSF (facteur stimulant les colonies de
macrophages) a permis de détecter 85% des CEOs alors que le CA125 seul n’a détecté que
66% [149].

23



1.5.3.4 Mésothéline

La mésothéline (MES) est un antigéne de 70KDa présent naturellement dans les cellules de
la surface mésothéliale, de la plevre, du péricarde, de la surface ovarienne et en faible quantité
dans les cellules des trompes de Fallope [150, 151]. Cette protéine se trouve fortement
détectée dans le mésothéliome, dans le CEO ainsi que dans les carcinomes épidermoides
[152, 153]. 11 a été rapporté que 1’expression aberrante de MES dans les cellules tumorales
promeut la prolifération et I’invasion des cellules cancéreuses [154]. La MES assure aussi
I’adhésion cellulaire via son interaction avec le CA125 [155]. Cette interaction joue un réle
dans I’implantation péritonéale des cellules du CEO [156, 157]. Cheng et al., ont rapporté
que la surexpression de MES est corrélée a un mauvais pronostic chez les personnes atteintes
du CEO [158]. D’aprés Chang et al., MES serait plus spécifique des CEOs non mucineux
[159].

1.5.3.5 Autres marqueurs
De nombreuses études basées surtout sur I’analyse des protéines sériques tentent d’identifier
de nouveaux biomarqueurs alternatifs avec une sensibilité et spécificité améliorée [160, 161].
A Dinstar des marqueurs précédemment décrits, plus de 30 marqueurs sériques ont été
évalués seuls ou en combinaison avec le CA125 incluant le M-CSF [162], I’ostéopontine
[163], la kallikréine 10 [164], le facteur de croissance épidermal soluble [165], I’afamine et
1’apolipoproteine A-1V [166]. En outre, il est a noter qu’aucun marqueur tumoral unique n'a
donné de meilleurs résultats que le CA-125 seul. Les nouvelles stratégies misent sur une
combinaison de marqueurs tumoraux pour un meilleur diagnostic du CEO surtout pour une
distinction plus précise des tumeurs bégnines des malignes [167-169]. Ces dernieres années
plusieurs études s’intéressent a 1’identification de biomarqueurs épigénétiques exemple des
micro-ARNSs (miR) circulants dont I’expression est aberrante dans le CEO [170] de méme
gu’a’analyse du profil de méthylation de I’ADN des cellules cancéreuses en circulation dans
les fluides [171]. Bien qu’elles soient peu développees, ces nouvelles approches restent
prometteuses car elles refléetent probablement mieux le profil moléculaire dominant du

cancer.
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1.6 Les traitements du cancer de I’ovaire

Le choix du traitement du CEO dépend des caractéristiques de la tumeur (type histologique,
grade, stade). Vu le caractére silencieux du CEO, dans la grande majorité des cas, la maladie
est détectée a des stades bien avancés nécessitant des traitements de chirurgie et de

chimiothérapie.

1.6.1 La chirurgie

Une fois que le CEO est suspecté grace a I’examen physique et a I’imagerie, la laparotomie
est réalisée d’une part pour 1’élimination de la tumeur et d’autre part pour une confirmation
de I’origine du CEO (exclusion d’autres causes comme des kystes complexes, meétastases et
tumeurs stromales) ainsi qu’une meilleure caractérisation du type histologique [172]. Ainsi,
la stadification chirurgicale réalisée durant la laparotomie exploratrice fournit des
informations importantes qui peuvent influencer les décisions quant au traitement
postopératoire a adopter en particulier pour un cancer de stade précoce [173]. Bien que la
chirurgie soit le premier recours dans la prise en charge des patientes avec un CEO, il est
important de mentionner qu’il existe des cas pour lesquels d’autres approches alternatives
sont a envisager. Par exemple, les patientes suspectées d’avoir un CEO mais dont la
cytoréduction n’est pas sécuritaire sont de mauvaises candidates pour la chirurgie. Dans ce
genre de situation, la caractérisation du CEO suspecté se fait par des biopsies afin d’établir
le traitement adéquat par chimiothérapie connue sous le nom de thérapie néoadjuvante. Si la
patiente répond bien aux cycles de chimiothérapie, elle pourrait devenir candidate pour une
chirurgie appelée dans ce cas cytoréduction d’intervalle [174]. 1l a été rapporté en effet qu’il
n’existe pas de différence significative entre une thérapie néoadjuvante (ou la patiente recoit
un traitement de chimiothérapie avant la chirurgie) et un traitement adjuvant (ou la patiente
recoit la chimiothérapie en complément a la chirurgie) [175]. Toutefois, la chirurgie occupe
une place importante dans la prise en charge des CEOs. La qualité de 1’exérese et la taille du
résidu tumoral aprés I’intervention chirurgicale ont un impact direct sur la survie de la
patiente, en particulier lorsque diagnostiquées & un stade avancé. L’exérése des lésions
s’accompagne généralement d’un lavage péritonéal et d’une vérification minutieuse de tous
les organes de la cavité péritonéale. Comme la majorité des cancers ovariens sont

diagnostiqués a un stade tardif, une hystérectomie totale (ablation de I'utérus), annexectomie
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bilatérale (ablation des trompes de Fallope et des ovaires), omentectomie (ablation du grand
épiploon) ou un curetage ganglionnaire pelvien et aortique sont souvent réalisé
dépendamment de 1’extension du CEO. De plus, une exérese digestive partielle peut étre

nécessaire en cas d’atteinte pour réduire au maximum la masse tumorale [176].

1.6.2 La chimiothérapie

Malgré le traitement chirurgical initial de cytoréduction suivi d’une chimiothérapie de
premiére ligne, environ 70% a 85% des patientes avec un CEO de stades Il1 et IV connaissent
une rechute dans les 5 ans suivant le diagnostic initial [177].

Initialement, la chimiothérapie du cancer de 1’ovaire était basée sur le dérivé du platine connu
sous le nom de cisplatine puis plus tard par son analogue moins toxique : le carboplatine
[178]. La découverte du paclitaxel (Taxol®) un composeé actif produit par un conifere du
pacifique (Taxus brevifolia) a changé la stratégie du traitement du CEO. En effet, la
combinaison du Taxol avec le carboplatine constitue le traitement par excellence du CEO
[179]. Cependant, afin de réduire I’effet neurotoxique rapporté du Taxol, de nouvelles
molécules dérivées exemple du docétaxel sont testées avec le carboplatine sur les patientes a

haut risque de neurotoxicité [180].

1.6.2.1 Activité anti-cancer du cisplatine et carboplatine
Le cisplatine (cis-diamminedichloroplatinum (II)) est actuellement 1’'un des médicaments les
plus utilisés dans le traitement du cancer. Une fois dans la cellule, les molécules de cette
drogue se fixent sur les bases puriques (A/G) de I’ADN et induisent des changements de
conformation des deux brins d’ADN conduisant a des 1ésions et a 1’arrét de la machinerie
réplicative. La cellule cancéreuse est donc dirigée vers ’apoptose. Le spectre des
changements chimiques induit dans I’ADN par le cisplatine est large. Il a été constaté aussi
que ces molécules peuvent provoquer la mort de la cellule suite aux dommages de I’ADN
via un stress oxydatif et une surproduction d’especes réactives de 1’oxygene mitochondrial
(ROS). Parmi les voies de signalisation activées par le cisplatine on note : la voie ERK (Ras-
dependent extracellular signal-regulated kinase), et la voie JNK (c-Jun N-terminal kinase).

On note egalement une surexpression de la protéine p53 [181] (Figure 1.8).

26



Apoptose Nécrose

' 4
/.’__61\ g
< e s R
It S Arrét‘:’u cycle
cellulaire
o 7

NIE ON /
L J
p53 4
L] —> 4

ERK J
/ '&5}0/ m—/ //
L J J

o
@
®e
Cisplatine/Carboplatine

H20

Figure 1.8 : Mécanisme de cytotoxicité du cisplatine/carboplatine dans la cellule cancéreuse.
Adaptée de [182].

Parmi les multiples analogues du Platinum synthétisés et testés, seul le carboplatine (1,1-
cyclobutyldicarboxylate) s’est avéré cliniquement avantageux par rapport au cisplatine et a
donc été largement accepté [183]. Une fois pénétré dans la membrane cellulaire, le
carboplatine se charge positivement suite a I’hydrolyse. Il se fixe par la suite comme le
cisplatine aux sites nucléophiles de I’ADN (base A/G) et compromet ainsi la réplication
cellulaire. Par conséquent, les cellules cancéreuses meurent par apoptose ou par nécrose
[184] (figure 1.8).

1.6.2.2 Activité anti-cancer des taxanes (paclitaxel et docétaxel)
Le principal mode d’action des taxanes est 1’inhibition des fonctions des microtubules par
leur stabilisation. Les microtubules sont des composantes du cytosquelette composeés de sous
unités répétées de tubuline-a et tubuline-f. Les microtubules sont essentiels dans plusieurs
mécanismes de la cellule comme le transport des vésicules, le métabolisme mitochondrial, la
séparation des chromosomes lors de la mitose, le trafic et I’organisation de la morphologie
cellulaire. Le paclitaxel se lie aux acides aminés N-terminaux des tubulines-f et affecte ainsi

le mécanisme de dépolymérisation essentiel a la dynamique des microtubules. Les
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chromosomes des cellules cancéreuses traitées avec cette drogue ne peuvent plus migrer a
chaque pdle de la cellule, ce qui fige la division cellulaire juste avant I’anaphase. Etant

bloquées, ces cellules recoivent un message d’apoptose [185, 186] (Figure 1.9).
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Figure 1.9 : Mécanisme de cytotoxicité des taxanes dans la cellule cancéreuse. Adaptée de [182].

Dans le but d’améliorer I’efficacité de la chimiothérapie, plusieurs voies d’administration du
médicament ont été testées. La voie intrapéritonéale (IP) semble étre plus adéquate compte
tenu du site métastatique et de la proximité des tumeurs primaires. En effet, via cette voie le
médicament entre en contact direct avec les masses tumorales. De plus, de fortes doses
peuvent étre administrées sans dépasser la limite de toxicité. Cependant, la voie IP
augmenterait les effets indésirables rendant les patientes inconfortables. Actuellement, la
voie IP est considérée comme une voie alternative devant la voie classique d’administration
qui est la voie intraveineuse (IV). Le débat sur le choix d’administration du médicament se

poursuit toujours [187].
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1.6.3 Les thérapies ciblées

Malgré les traitements de premiere ligne consistant en une chirurgie cytoréductive suivie de
chimiothérapie, 70 a 85% des femmes avec un CEO de stades avancés connaissent une
rechute suite au phénoméne de chimiorésistance. Du fait que la récidive du CEO est
incurable, I’objectif de la thérapie se concentre davantage sur I’atténuation des symptomes
liés au cancer, le maintien de la qualité de vie et la prolongation du temps de survie [188].
Dans ce sens, les études actuelles visent & développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Ainsi, de nombreux essais cliniques se basent sur I’utilisation de molécules inhibitrices des
processus impliqués dans la croissance et/ou dans la dissémination tumorale. A titre
d’exemple le bévacizumab, connu aussi sous le nom de Avastin, est un anticorps monoclonal
dirigé contre le facteur de croissance de 1I’endothélium vasculaire (VEGF) [189, 190]. Il est
testé en association a la chimiothérapie dans plusieurs études telles que : MITO 16B-
MANGO OV [191], ENGOT-OV18/AGO-OVAR [192], AURELIA [193] et OCEANS
[194] pour un traitement de premiére ligne ou de récidives ou il a démontré son efficacité
quant a la survie sans progression de la tumeur. D’autres drogues contre 1’angiogenése ont
aussi montré une meilleure survie comme 1’aflibercept, le trebanabib, pazopanib, nintedanib,
cediranib, sunitinib, et le sorafenib. Toutefois, certaines de ces drogues sont associées a des
effets secondaires assez importants [195]. D’autres stratégies thérapeutiques visent a
interférer avec les voies de signalisation souvent perturbées dans le CEO exemples des voies
RAS/RAF/MEK et PI3BK/AKT/mToR [196], ou encore ciblent la famille des récepteurs des
facteurs de croissance épidermiques (EGFR/EGFR2/HER2) souvent surexprimés dans les
tumeurs ou ils favorisent la croissance tumorale, la migration et I’adhésion cellulaire en
stimulant PEMT. Les anticorps comme le trastuzumab (aussi appelé Herceptin), le
pertuzumab et 1’apatinib sont utilisés pour bloquer ces récepteurs [197]. Le traitement basé
sur les inhibiteurs du systéme de réparation de I’ADN, par exemple le PARPs (poly-
adénosine diphosphate-ribose polymérase), est I’une des meilleures réalisations dans la
recherche sur le CEO récurrent. Trois molécules différentes : olaparib, niraparib et rucaparib
sont approuvées comme médicament pour les patientes ayant une réponse compléte ou

partielle au dernier traitement a base de platine [198, 199].
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1.6.4 L’immunothérapie active

L’immunothérapie est un traitement prometteur contre le cancer de I’ovaire car ces tumeurs
peuvent étre reconnues et attaquées par le systeme immunitaire [200].

Le but de I’immunothérapic est de stimuler le syst¢tme immunitaire afin de détruire les
cellules cancéreuses. Les principales thérapies utilisées ciblent 1’utilisation des inhibiteurs
des points de contréle immunitaires, la thérapie cellulaire adoptive ainsi que la vaccination

[201]. Les stratégies les plus étudiées dans le cas du CEO sont décrites ci bas :

1.6.4.1 L’immunothérapie cellulaire adoptive
L'immunothérapie adoptive peut impliquer différents types de cellules (Figure 1.10). Les
cellules LAK (Cellules tueuses activées par des lymphokines) proviennent d’une population
de lymphocytes et de cellules tueuses naturelles: NK (natural killer) stimulées par
I’interleukine -2 (IL-2) pour tuer les cellules cancéreuses [202]. En 1985, Rosenberg et al.,
ont suggéré que les cellules LAK stimulées par IL-2 ont des effets thérapeutiques contre les
tumeurs métastatiques incurables avec les traitements traditionnels. Toutefois, les doses
élevées d’IL-2 semblent activer I’expression de cytokines toxiques qui peuvent nuire au
patient [203, 204]. Les NKs sont des cellules de la réponse immunitaire innée activees pour
I’immunosurveillance du cancer indépendamment du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) [205]. Il a été rapporté que ces cellules ont la capacité de reconnaitre les cellules du
CEO fraichement isolées et de les tuer in vitro. Ces résultats ouvrent un champ d’étude
prometteur pour I’immunothérapie adoptive basée sur les NKs dans le traitement du CEO
[206]. En effet, un modéle animal de xénogreffe du cancer de l'ovaire a été développé pour
I’injection IP des cellules NKs [207]. Dans une autre étude, des cellules CAR-NK92
modifiées génétiquement pour exprimer des récepteurs chimériques anti-CD133 sont
utilisées in vivo pour capter et éradiquer les cellules du CEO. Le pouvoir thérapeutique de
ces cellules est accentué en présence d’un traitement a base de platine [208]. Plusieurs études
ont impliqué les cellules tueuses induites par les cytokines (CIK) comme stratégie
thérapeutique dans le traitement du CEO. Dans une cohorte de quatre-vingt-douze patientes
ayant subi une chirurgie cytoréductive suivie de plusieurs cycles de chimiothérapie (a base
de carboplatine et paclitaxel), Liu et al., ont administré a 50% de la cohorte des perfusions
de CIK un mois aprés le dernier cycle de chimiothérapie. Cette équipe a constaté que cette

moitié de la cohorte traitée avec les cellules CIK présentent une survie médiane d’environ 15
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mois plus élevée par comparaison a I’autre moitié contrdle [209]. Dans une autre étude Zhang
et al., ont montré que le prétraitement des cellules CIK avec I’adjuvant immunologique PA-
MSHA (Pseudomonas aeruginosa-mannose-sensitive hemagglutinin) ameliore le pouvoir

destructeur de ces cellules face aux cellules cancéreuses [210].

B Cellules NK

Cellules LAK

CMH-indépendant
Cellules CIK

Cellules de l'immunothérapie g CellulesCAR

Modifiees
génétiquement

adoptive

CMH-dépendant

- p—

Cellules TIL

Figure 1.10: Représentation schématique des cellules effectrices de I’'immunothérapie adoptive.

Abréviations : CMH : complexe majeur d’histocompatibilité; NK: les cellules tueuses naturelles
(Natural killer); LAK : Cellules tueuses activées par des lymphokines (Lymphokine-Activated Killer);
CIK : cellules tueuses activées par des cytokines (cytokine induced killer); CAR : lymphocyte T a
récepteur antigénique chimérique (Chimeric Antigen Receptor); TCR : récepteurs des cellules T (T
cell recepteors); TILs : Lymphocytes infiltrant la tumeur : Tumor infiltrating lymphocytes).

Il a été observé par Zhang et al., en 2003 dans le CEO que ’infiltration des tumeurs par les
lymphocytes T (TILs) corréle avec la survie globale des patientes. Ces TILs sont ainsi
considérés comme un facteur pronostique [211, 212]. Plus tard, une méta-analyse confirme
que la survie des patientes est augmentée et serait associée au TILs de type CD8"* et CD4".
Ainsi, I’hypothése des TILs comme biomarqueurs prédictifs dans le pronostic du CEO
semble plausible [213]. Plusieurs études se sont donc intéressées a 1’activation des cellules T
afin de favoriser un meilleur éveil du systéme immunitaire contre les cellules cancéreuses du
soi. La stratégie adoptée consiste en une perfusion intraveineuse de lymphocytes autologues
préalablement stimulés, modifiés et amplifiés in vitro pour améliorer la réponse anti-tumorale

autologue chez les patientes atteintes de tumeurs (Figure 1.11).

31



r A ﬁ.nﬂ,s.on

Expansion par
culture in vitro

Collection des
cellules T
(leucaphérese) ¢

Modification/stimulation
des cellules T

Figure 1.11: Illustration de I’approche de I’immunothérapie cellulaire adoptive.
Les cellules immunitaires obtenues par leucaphérése sont activées par stimulation ou modification
génétique puis sont réinfusées au patient aprés leur expansion in vitro. Modifiée de [201].

Les cellules T non réactives peuvent étre stimulées in vitro avec un antigene tumoral ou par
modification génétique (génie génétique) pour exprimer soit un récepteur de 1’antigéne
tumoral (TCR) ou un récepteur d’antigéne chimérique (CAR) [214]. Cette stratégie a été
utilisée avec le récepteur des cellules NK : NKG2D (Natural killer group 2 member D) dont
le ligand est spécifique aux cellules tumorales sur un modele murin. Les résultats montrent
une augmentation de la survie des souris traitées avec ces cellules en plus de 1’acquisition
d’une mémoire immunitaire [215]. Une autre étude a rapporté que 1’usage des cellules CAR-
T ciblant les récepteurs des folates montre une régression du CEO récurrent accompagnée

d’une augmentation des CD3 (cluster de différenciation 3) circulants [216].

32



1.6.4.2 Utilisation des inhibiteurs des points de contréle du systéme
immunitaire

Le systéme immunitaire dispose de points de contrdle (PCI) pour maintenir la tolérance du
soi et pour la modulation des réponses immunitaires. Ces régulateurs clés du systeme se lient
aux cellules immunitaires pour inhiber leurs actions. Les cellules cancéreuses utiliseraient
ces PCls afin de déjouer et se protéger des attaques du systeme immunitaire. Les protéines
de controle les plus connues sont: I’antigéne 4 associé aux lymphocytes cytotoxiques
(CTLA-4), et le récepteur de mort programmée (PDCD1, PD1 aussi connue sous le nom de
CD279). L’antigéne CTLA-4 a pour fonction d’abolir I’activation des lymphocytes T auto
réactifs dans les ganglions lymphatiques alors que PD1 régule I’activité des lymphocytes T
précédemment activés dans les tissus non lymphatiques [217]. La liaison de PD1 a ses
antigenes PD-L1 et PD-L2 inhibe I’activation, la prolifération et la survie des lymphocytes
T, via des changements dans I'interféron-gamma (INF-Y), le facteur de nécrose tumorale
alpha et IL-2. Le blocage de ces PCls avec des anticorps monoclonaux est donc une stratégie
intéressante pour le traitement du cancer. Une variété d’inhibiteurs de ces PCls a obtenu
I'approbation de la FDA (Food and Drug Administration). Cependant, I'étude de ces
inhibiteurs dans les cancers gynécologiques est a la traine par rapport a d'autres cancers. En
effet, le nivolumab et le pembrolizumab ciblent PD1. Le nivolumab est recommandé dans
les mélanomes pulmonaires, rénaux, le lymphome de Hodgkin, les carcinomes
hépatocellulaires, les carcinomes téte-cou, et colorectaux. Le pembrolizumab concerne aussi
les cancers des poumons, téte-cou, le lymphome de Hodgkin et les cancers du col de I'utérus.
L'ipilimumab quant a lui cible CTLA-4. Il est approuvé pour les cancers urothéliaux et
pulmonaires [218]. Plusieurs essais cliniques de phase précoce sont en cours pour examiner
les inhibiteurs des PCIs dans le cancer de I'ovaire. Les résultats préliminaires de I'essai
cliniqgue JAVELIN sur les tumeurs solides avec I'avélumab qui cible le ligand de PD1 (anti-
PD-L1) chez 124 patientes atteintes d'un cancer de I'ovaire récurrent ont révélé un taux de
réponse global de 9,7%, la maladie semble stable chez 55 patients (44,4%) et seuls 6,5% des
patients (de grade3/4) ont présenté une réaction indéesirable liée au traitement. De fagon
générale, I'avélumab a montré un profil de sécurité et une activité clinique acceptable chez
les patientes a 1’étude [219]. Les résultats d'un autre essai du pembrolizumab impliquant 285

patientes atteintes d'un CEO de stade avance ont rapporté une modeste activité ne dépassant
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pas 10% de réponse globale au traitement. Cependant, la réponse a cet agent inhibiteur est
corrélée avec la forte expression de PD-L1 [220]. Les limites de l'efficacité clinique de ces
PCIs les plus observees résident dans la toxicité et les effets secondaires comprenant le plus
souvent une éruption cutanée, des troubles du tractus gastro-intestinal (diarrhéee), une extréme
fatigue, en plus de I’inconfort lié & la perfusion [218]. De plus, plusieurs essais cliniques
récents tentent de combiner 1’action des inhibiteurs des PCls avec les inhibiteurs de PARP et
de VEGF dans le but de maximiser leur action thérapeutique. A titre d’exemple on cite la
combinaison de niraparid avec le pembrolizumab chez les patientes atteintes d’'un CEO
résistant au platine [221].

En parall¢le a I’immunothérapie, d’autres études tentent de performer de nouvelles approches
en vue d’apporter un traitement plus spécifique a la patiente qui pourrait améliorer ou
remplacer les traitements de chimiothérapie souvent lourds. Ces nouvelles approches visent
a détruire plus spécifiquement les cellules cancéreuses, tout en limitant 1’impact sur les

cellules saines.

1.6.5 L’hormonothérapie dans le traitement du CEO

L hormonothérapie substitutive (HTS) a été approuvée par la FDA depuis les années 1940
afin de pallier aux symptomes de la ménopause principalement en administrant 1’ cestrogéne
aux femmes concernées. Plusieurs études ont par la suite remarqué que la baisse des
hormones dans le cas des cancers du sein et de 1’ovaire correle avec ’apparition de maladies
chroniques et de problemes cardiovasculaires. L’HTS est donc également prescrites pour ces
femmes en guise de prévention [222].

La perte de la fonction ovarienne chez les femmes avec un CEO suite a 1’ovariectomie
bilatérale (I'ablation chirurgicale des deux ovaires) induit une ménopause immédiate plus
intense que la ménopause physiologique surtout pour les jeunes femmes ou on constate une
instabilité eémotionnelle, un dysfonctionnement sexuel, des symptdmes vaginaux et une
ostéoporose accélérée [223]. L’HTS vient donc au secours de ces femmes. Elle représente un
traitement tres efficace pour corriger les symptomes de la ménopause et prévenir les maladies
cardiaques et d’ostéoporose [224]. Cependant, ’HTS peut stimuler I’angiogenése et
provoquer une récidive du CEO des cellules microscopiques ou des tumeurs visibles mais
pas admissibles a une chirurgie. Ce risque de récidive est plus grand dans le cas du CEO de
haut grade. Dans le cas des CEOs de bas grade le risque de developper des maladies
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cardiovasculaires, et des accidents vasculaires cérébraux I’emporte sur le risque des
récidives, dans ce cas les médecins administrent avec précaution I’HTS [225]. Cependant,
apres avoir établi un lien entre I’cestrogéne exogene et le risque de développement du cancer
de I’endomeétre et du cancer du sein, ’HTS a connu une baisse dans son utilisation. Il a été
rapporté que 1’cestrogéne stimule la geneése du CEO et protege les cellules cancéreuses de
I’apoptose. Comme c’est le cas pour le cancer du sein, les cellules du CEO expriment
fortement les récepteurs d’cestrogéne (RE) et peuvent synthétiser in situ de 1’cestradiol via le
métabolisme des lipides grace au complexe enzymatique aromatase ce qui fait du CEO un
cancer hormonodépendant. A cet effet, plusieurs molécules inhibitrices sont utilisées dans la
thérapie hormonale contre le CEO. Il s’agit principalement du létrozole inhibiteur de
I’aromatase, et du tamoxiféne modulateur des REs [226]. Contrairement a 1’cestrogéne, les
progestatifs semblent protéger contre le CEO en stimulant 1’apoptose des cellules de I’OSE
défectueuses [227]. Dans les années 1970, la progestérone a été additionnée a la formule de
I’HTS pour étre administrée aux femmes souffrant de symptdmes de la ménopause
physiologique ou chirurgicale [224]. Le recours a la thérapie endocrinienne dans le traitement
du CEO, est encore de nos jours, pas convaincant en raison de 1’hétérogénéité et du manque
d’informations  sur le  profil  d’expression des  récepteurs  hormonaux
(cestrogéne/progestérone) dans les cohortes étudiées qui sont, de plus, souvent de petites
tailles [222].

1.6.6. Recours a la nanotechnologie dans le traitement du cancer de ’ovaire

Afin de pallier aux nombreux effets indésirables de la chimiothérapie et de réduire 1’atteinte
des tissus sains par ces traitements chimiques toxiques, une nouvelle approche basée sur la
nanotechnologie voit le jour. Le principe de cette technologie repose sur ’utilisation d’un
nanovecteur afin de vectoriser et d’acheminer le principe actif (médicament) vers la tumeur
sans perdre son efficacité lors du passage par les barriéres naturelles et sans trop affecter les
tissus sains. Plusieurs catégories de ces nanoparticules sont développées dont 1’abraxane qui
est sous forme de micelles en suspension utilisée dans le traitement du CEO et du cancer de
sein, et du doxil approuvée par la FDA, qui est une nanocapsule liposomale enveloppée d’un
manteau de polyéthyléne glycol (PEG) pour favoriser sa circulation et sa concentration dans

les tumeurs. Ces nanoparticules peuvent étre aussi utilisées dans le diagnostic du CEO
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comme c’est le cas pour le CA125 détecté méme a de faibles concentrations grace a des
nanoélectrodes en or [228].

I.7. L’épigénétique dans le cancer de ’ovaire

L’altération épigénétique est intimement liée a la tumorigenese ovarienne. Par définition,
I’épigénétique est un ensemble de facteurs héréditaires qui affectent I’expression des genes
sans altérer la séquence de I’ADN. L’épigénétique comprend la méthylation de I’ADN, la
modification post-traductionnelle des histones, et la régulation de I’expression des genes par
les acides ribonucléiques (ARN) non codants (micro-ARN et ARN-long non codant) (Figure
1.12). La méthylation de I’ADN est la marque épigénétique la mieux étudiée. Elle survient
principalement au niveau d’un résidu cytosine précédant une guanine (CpG) ou un
groupement méthyle est ajouté au carbone 5 par les enzymes ADN méthyle transférases
(DNAMT). Cette modification est impliquée dans la répression de [Dactivité
transcriptionnelle du gene méthylé. Les ilots CpG au niveau des promoteurs des génes dans
une cellule saine sont habituellement non méthylés. La méthylation de I’ADN dans cette
cellule normale induit la répression de certains genes en lien avec les régions génomiques

répétitives, pour inactiver le chromosome X ou pour assurer I’intégrité du génome.
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Figure 1. 12 : Représentation schématique de la régulation épigénétique.

Schéma des mécanismes de régulation épigénétique. La méthylation de I'ADN, les modifications
d'histones et la répression génique médiée par les ARNs non codants constituent trois mécanismes
distincts de la régulation épigénétique. La méthylation de I'ADN est une modification covalente des
cytosines (C) précédant les guanines (G) en position 5’ dans les ilots CpG. Les modifications d'histone
(chromatine) se réferent a des modifications post-traductionnelles covalentes des queues N-
terminales des quatre histones centrales (H3, H4, H2A et H2B). Le mécanisme le plus récent de
I'nérédité épigénétique implique les ARNs non codant [229].

La méthylation de ’ADN est aberrante dans le cancer. En effet, les cellules cancéreuses se
caractérisent par une hypométhylation globale qui induit I’expression des oncogénes et une
instabilité génomique aboutissant a des translocations et cassures des chromosomes
engendrant ainsi des pertes alléliques. A I’inverse, I’hyper-méthylation des CpGs est
observée dans les promoteurs des genes normalement non méthylés codant pour des ARNNc
et des suppresseurs de tumeurs, par exemple la E-cad. Les changements épigenétiques dans
leur ensemble permettent ainsi aux cellules cancéreuses de passer d’un état non invasif a un

état invasif par le biais du remodelage de la chromatine (Figure 1.13). Ce phénoméne a pour
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conséquence la régulation de I’expression des oncogenes et la répression des génes

suppresseurs de tumeurs [230, 231].
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Figure 1.13: Méthylation aberrante et cancer.
La perturbation dans la régulation physiologique de la méthylation de I’ADN conduit a des modeles
aberrants de cette méthylation. Il s’agit communément de I’hyperméthylation des génes suppresseurs
de tumeurs et une hypométhylation des régions génomiques impliquées dans I’invasion et les
metastases tumorales.

Comme dans toutes les tumeurs malignes, la méthylation de I’ADN est aussi aberrante dans
le CEO. Un exemple spécifique d’hypométhylation concerne les séquences microsatellites,
les éléments transposables LINE-1 ainsi que les séquences répétitives du chromosome 1 [230,
232]. De plus, un certain nombre de genes incluant les suppresseurs de tumeur dont BRCA1
[233], P16 (inhibiteur de kinase cycline-dépendante 2A), et RASSF1 (Ras association
domain-containing protein 1) [234], les génes apoptotiques tels que ASC/TMS1 (target of
methylation-induced silencing)/apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD)
[235] ainsi que les génes de 1’adhésion cellulaire, comme CDH1 (codant pour la E-cad), qui
sont hypométhylés donc sous exprimés dans le CEO [236]. Les données antérieures du
laboratoire se sont intéressées a I’implication de la méthylation aberrante de I’ADN dans la
dissémination du CEO. A cet effet, le profil de méthylation de I’ADN des tumeurs de types
séreux de différents grades et stades par comparaison au profil de méthylation de I’ADN des
échantillons contr6les non tumoraux a été étudié. Les principaux résultats de cette étude
montrent que toutes les tumeurs affichent un profil semblable de 1’hyperméthylation de

I’ADN, tandis que les tumeurs de stades avancés (de haut grade) sont exclusivement
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associées a un profil hypométhylé de certains oncogenes incriminés dans la progression du
CEO mais aussi dans I’invasion et les métastases [237]. Parmi les genes hypométhylés
identifiés par cette etude et dont le réle fonctionnel a été analyse dans le CEO, figurent LY75,
Hic5, Runx1/2 (Runt-related transcription factor 1), GRHL2 (Grainyhead Like Transcription
Factor 2), BCAT1 (Branched-chain aminotransferases) et les protéines Galnt3 et 6
(polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase  3/6) qui sont impliqués dans la
glycosylation aberrante du CEO et dont la double suppression semble réduire la propagation
du CEO [238]. Parmi ces génes, quatre sont impliqués dans ’EMT. En effet, LY75 module
le phénotype cellulaire et le potentiel métastatique des cellules du CEO [239].
Semblablement & LY75, Hic5 peut aussi induire ’EMT suite a sa surexpression par TGF-f
[240], GRHL2 quant a lui est un oncogéne hypométhylé et surexprimé dans les CEOs de haut
grade dont la répression compromet les métastases du CEO [241]. 1l s’agit d’un facteur de
transcription stabilisateur du phénotype hybride qui peut jouer un rdle de suppresseur de
tumeur en réprimant la progression de I’EMT [242]. Les facteurs de transcription Runx1/2
sont aussi impliqués dans la progression du CEO [243, 244]. Une récente étude implique
Runx1 dans la progression du cancer colorectal via I’activation de la voie Wnt/p-caténine et
I’induction de ’EMT [245].

Les histones jouent un role fondamental dans 1’organisation de la chromatine en controlant
le niveau de compaction de I’ADN. Ces protéines subissent des modifications post-
traductionnelles incluant I’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, 1’ubiquitination,
la déamination et la sumoylation dont le réle est la régulation des fonctions de la chromatine.
L’acétylation est généralement associée a I’euchromatine et a 1I’ouverture de la transcription
des génes porteurs de marques mono, di ou tri-acétylation des lysines 4 de I’histone 3
(H3K4), et la mono acétylation des H3K27, H3K79 et H4K20. L hétérochromatine quant a
elle est non permissive de la transcription. Elle est caractérisée par les marques di ou tri-
méthylation des lysines 27 ou 9 des histones 3 (H3K27me2,me3; H3K9me2,me3).
L’hétérochromatine est aussi caractérisée par les marques bivalentes comportant une marque
répressive de la transcription (exp : H3K27me3) et une autre active de la transcription (exp :
H3K4me3). Ces marques bivalentes se rencontrent souvent dans les cellules souches
embryonnaires [246]. Les mécanismes d’acétylation et de desacétylation sont finement

contr6lés par les enzymes acétyltransférases et désacetylases (HDAC) respectivement. Ces
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enzymes se trouvent dérégulées dans le CEO. En effet, les HDACSs sont surexprimés dans les
CEOs de type séreux par comparaison au type mucineux et aux tumeurs bénignes. A titre
d’exemple, la marque H3K27me3 répressive de la transcription est inexistante dans 55% des
CEOs de haut grade [247]. Plus d’exemples d’altérations de 1’épigénétique dans le CEO sont

présentés dans le tableau 1.2.

Tableau I. 2: Exemples d’altérations de la régulation épigénétique dans le CEO. Modifié de [248]

Marque
épigénétique

Modification

Fonction

Geénes cibles

hMLH1, OPCML
ARLTS1, MY018B

des histones

Meéthylation des lysines
(répression)

Suppresseurs de tumeur SPARC, CTGF
ANGPTL2
Méthylation
de ’ADN Hyperméthylation Geénes soumis a empreinte PEG3, ARH1
Génes d’adhésion ICAM1, CDH1
Geénes pro-apoptotiques LOT1, DAPK, PAR-4
Geénes de dommage et de PALB2
Réparation de ’ADN
SNCG, MCJ, IGF2
BORIS, Claudin4
GATA4, GATAS,
Hypométhylation Promoteurs de tumeur Galnt3/6, BCATL,
GRHL2, LY75, Hich,
Runx1/2
Acétylation des lysines | Acétylation des histones H3 et H4 | P21/WAF1, cyclin B1
(activation)
Meéthylation des lysines | Triméthylation H3K4 GATA4, GATA6
(activation)
Modification Diméthylation H3K9 GATA4, GATAG

Triméthylation H3K27

GATA4, GATAG,
ADAM16, RASSF1
BAP1, SIP1, ZEB1/2

miRNAs

Régulation positive

miR200a/b/c DLK1
miR299-5p MSX2
miR135-b BAP1
miR141 PTEN
miR214 VEGFA

Régulation négative

miR302d, mir373
miR199/140//45

MMP13, FGF2, c-SRK
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1.8 Les modéles animaux dans le cancer de ’ovaire

Dans le but d’améliorer les thérapies existantes contre le cancer de 1’ovaire, il est essentiel
de mieux comprendre les mécanismes moléculaires et la biologie fondamentale de cette
maladie en développant des modéles spécifiques du CEO. Les souris sont souvent utilisées
comme modele in vivo pour les maladies humaines incluant le cancer de 1’ovaire en raison
de la forte similitude des génomes. Cependant moins de 5 % des traitements anticancéreux
utilisés chez la souris ont démontré une efficacité acceptable dans les essais cliniques de
phase Il chez ’humain pour finalement étre homologués. Cette limitation montre la
nécessité de développer des modéles cliniques plus représentatifs de ce qui se passe chez
I’Homme [249]. En effet, afin de concevoir un modele murin (ou autre espéce) assez
représentatif de 1’histotype du CEO et de I’environnement tumoral il faut prendre en
considération certains facteurs essentiels comme le choix des lignées de cellules cancéreuses
ou des xénogreffes dérivées de la tumeur (PDX) a implanter, le site d’implantation de ces
cellules cancéreuses ou PDX (sous cutanée, orthotopique, etc.) et enfin le statut immunitaire
de I’héte (immunodéficient, normal ou autres modifications). Un modele animal réussi
arrivera ainsi a imiter le schéma de croissance tumorale et les métastases observées chez la

patiente a 1’étude de méme que la réponse a la thérapie adoptée [249].

1.8.1 Les modeéles orthotopiques du CEO avec lignées cellulaires cancéreuses

Les cellules cancéreuses sont transplantées chez 1’hote dans le méme site anatomique d’ou
elles proviennent (Figure 1.14). Ce modéle aboutit & la formation de tumeurs semblables a
celles observées chez ’humain entre autre au niveau de 1’histologie tumorale, du systeme
vasculaire, de I’expression des geénes, du processus métastatique voire méme une
ressemblance dans la réponse au traitement [250].

Chez la souris, ce modele est particulierement intéressant pour étudier le CEO car les ovaires
de la souris sont enveloppes et isolés du milieu péritonéal par une membrane protectrice
appelée bourse formant une chambre de fluide pour le développement des ovocytes [251].
Cependant, dans une étude de comparaison du potentiel tumorigénique de onze différentes
cellules du CEO injectées dans des souris de type CD-1 Nude immunodéficientes par voie IP

et 2 lignees par voie orthotopique IB (dans la bourse des ovaires), les auteurs ont conclu que
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le microenvironnement tumoral n’a pas affecté 1’histologie des tumeurs formees. Toutefois,
les cellules injectées par voie IP ont causé plus de métastases du CEO que celles injectées
par voie 1B, ce qui suggere que dans la voie IB, les cellules sont confinées dans les ovaires
injectés entre autres a cause de la membrane bursale qui empécherait les cellules cancéreuses
de s’évader en dehors de I’ovaire [252]. En effet, la présence de la membrane bursale est une
caractéristique anatomique de la souris. Chez 1’humain, ’ovaire est situé dans la cavité
péritonéale non isolée ce qui facilite le transport des cellules métastatiques par les fluides
vers le péritoine et I’omentum. Cette différence anatomique pourrait ainsi limiter le mod¢le
orthotopique de mimer avec précision les évenements de métastase du CEO se produisant
chez ’humain [253]. Plusieurs équipes ont développé des techniques de précision pour les
modeles orthotopiques IB afin de prévenir la rupture de la bourse lors de I’injection des
cellules [254, 255]. Il a été rapporté aussi que 1I’implantation par voie IB de différentes
couches de cellules cancéreuses dont les récepteurs et les interactions cellules-cellules sont
intactes est plus représentatif des éveénements du CEO chez I’humain par comparaison a
I’injection d’une suspension de cellules [256]. Les mémes résultats sont obtenus suite a
I’injection de morceaux de tumeurs précédemment formées par injection sous cutanée avant
d’étre implantées par voie orthotopique 1B [257]. La limite de ce modele pourrait étre relié
au fait que les cellules cultivées in vitro apres plusieurs passages pourraient perdre les
caractéristiques de la complexité de la tumeur d’origine. Ces cellules en effet subissent des
mutations spontanées et donc pourraient former des sous-populations hétérogénes donnant
naissance apres injection chez I’animal a des tumeurs avec une histologie treés différente de

celle attendue [258].

1.8.2 Les modeéles des xénogreffes derivées de patients (PDX) dans le CEO

Le premier modele PDX de cancer a été réussi en 1969 par Rygaard et Povisen qui ont
implanté dans des souris Nude des fragments de cancers humains de sein et de colon par voie
sous cutanée [259]. En se basant sur cette approche Fu et al., en 1993 ont développe le
premier modele PDX du CEO en implantant des morceaux de tumeur ovarienne humaine par
voie orthotopique IB. Sur les cinq souris de 1’é¢tude, deux souris ont développé des tumeurs
et métastases similaires a celles observées chez I’humain [260]. Par la suite, plusieurs études
ont développé d’autres modeéles PDX du CEO spécialement pour étudier la réponse aux

traitements en utilisant différents types de souris, par exemples des souris Nude caractérisées
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par une déficience en lymphocytes T, des souris avec une immunodéficience combinée
sévere (SCID) qui présentent une déficience en lymphocytes T et B et des souris NSG (NOD
scid gamma mouse) qui quant a elles manquent de cellules B, de cellules T, de cellules NK,
de macrophages et de cellules dendritiques [261, 262]. Ricci et al., ont développé des
modeles PDX de souris Nude & partir de 138 échantillons d’ascites, de cellules et de
fragments de tumeurs de patientes. Sur les 138 échantillons, 34 ont développé des
xénogreffes dont 22 suite a une transplantation sous cutanée de fragments de tumeurs et 12
a partir des cellules d’ascites injectées par voie IP. Par la suite, un autre modéle a été
développé par injection orthotopique IB des cellules issues des xénogreffes sous cutanées ou
IP précédemment obtenus des 34 échantillons. Les auteurs de ce travail ont conclu que les
cellules issues de 1’ascite des patientes ont donné 1’ascite chez les souris, les cellules formant
les tumeurs solides chez la patiente ont aussi formé des tumeurs solides chez les souris. La
voie d’injection demeure aussi limitante; en effet, les xénogreffes sous cutanées mettent plus
de temps que celles IP pour se former. De plus, les métastases formées par le modéle 1B
étaient semblables au modele IP et représentent bien le schéma de dissémination chez
I’humain de méme que la réponse aux traitements administrés [263]. Une autre récente étude
a utilisé un modele de PDX de souris Nude implantées de tumeurs fraichement extraites de
patientes avec un CEO pour évaluer la réponse préclinique au traitement combiné
carboplatine/paclitaxel en plus d’un inhibiteur de EGFR nommé 1’erlotinib. Parmi les 45
souris greffées, 22 ont donné une réponse au traitement semblable aux patientes d’origines.
De plus, les souris traitées également avec 1’erlotinib ont positivement répondu au traitement.
Ces données suggérent donc que 1’évaluation de la réponse aux traitements des patientes
atteintes de CEO peut étre prédite par un modeéle PDX de souris. De plus, 1’erlotinib pourrait
étre un traitement potentiel dans la thérapie du CEO [264]. Plusieurs autres études ont
rapporté que les modeles PDX sont efficaces pour miner la tumorigenese, le schéma
métastatique et la réponse aux traitements se produisant chez 1’humain [265-267]. Comme
dans le cas des modeles a base de cellules, les modéles animaux de PDX ont aussi certaines
limitations. Par exemples les tumeurs des patients peuvent contenir des pathogenes et donc
interférer avec les résultats de 1’étude comme par exemple celle de Meggetto et al., qui dans
leur étude, ont greffé par voie sous cutanée dans des souris SCID des tumeurs lymphatiques

issues de patients avec le lymphome hodgkinien. Les masses résultantes chez la souris
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n’étaient pas causées par la prolifération des cellules implantées a I’origine mais viennent
des lymphocytes B immortalisés par le virus Epstein-Barr [268]. Des constatations similaires
sont soulevées dans d’autres études ou des tumeurs lymphocytaires humaines se développent
dans plusieurs modeles de PDX de cancers humains incluant le cancer de 1’ovaire. Il est donc
important que les marqueurs lymphocytaires humains soient vérifiés dans ces tumeurs pour
bien confirmer que les tumeurs formées par ces modeles seraient semblables & celles
observées chez I’humain [269, 270].

1.8.3 Les modeéles des xénogreffes humanisés

Un nouveau mode¢le murin a vu le jour ces derniéres années basé sur I’implantation de
cellules immunitaires humaines et parfois modifiées génétiquement afin d’étudier I’efficacité
de I’immunothérapie dans le traitement du CEO. A titre d’exemple, Bankert et al., dans leur
étude ont greffé conjointement des cellules de tumeurs ovariennes avec des cellules
immunitaires humaines (lymphocytes T et B et des plasmocytes) dans des souris NSG afin
d’évaluer leur réponse a I’IL-12 exogene. Les résultats obtenus montrent que les cellules
immunitaires humaines sont restées actives dans les tumeurs et ont réagi au traitement de
I’IL-12 par la production de I’INF-y par comparaison aux souris contréles. De plus, des
immunoglobulines humaines sont trouvées dans le sérum des souris [271]. Cette thérapie a
I’TL-12 a été confirmée dans un un modeéle de souris SCID recevant les cellules SKOV3 par
voie IP et qui sont humanisées par injection des cellules CART secrétant de 1’IL-12 et qui
sont concues par modification génétique pour reconnaitre une mucine des cellules
cancéreuses. Les souris traitees avec les cellules CART ont montré une expression de I’ INF-
Y, une régression importante des tumeurs accompagnée de I’augmentation du temps de survie
[272].

Ces différents modeles de souris décrits plus hauts et récapitulés dans la Figure 1.14 sont
développés dans le but d’aider a mieux cerner la complexité entourant la genése du cancer,
ses metastases, sa résistance et surtout établir sa fragilité au traitement. Cette meilleure
compréhension des mécanismes fondamentaux du cancer conduira a 1’amélioration des

stratégies thérapeutiques déja existantes.
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Figure 1. 14 : Représentation schématique des différentes modeles animaux utilisés dans le
développement de thérapie contre le CEO.

1.9 Méthodes de suivi de la croissance et de dissémination tumorale in vivo

Avant I’avénement des méthodes de 1’imagerie, la mesure de xénogreffe de tumeurs

implantées sous cutanée chez les animaux se faisait par palpation et par pied a coulisse [273].

Cependant les techniques d’imagerie non invasives en oncologie adaptées aux modéles

murins ont connu un important essor ces derniéres années. Parmi ces nouvelles technologies

figurent celles qui se basent sur I’utilisation de sondes émettant des signaux (ultrasons) qui
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s’accumulent dans les tumeurs pour reproduire les structures formées ou celles qui se basent
sur la détection de I'expression d’un transgéne rapporteur in vivo [274]. On cite a titre
d’exemple I’imagerie par fluorescence dont le principe est 1’émission de lumiére par un
fluorophore habituellement additionné a une protéine par clonage moléculaire comme par
exemple la GFP (green fluorescent protein). Cette protéine recombinante émet alors une
florescence verte (dans le cas de la GFP) aprés excitation a une longueur d’onde spécifique.
Cette technique est avantageuse car elle nécessite peu de préparation pour 1’animal lors de
I’imagerie notamment elle ne requiert pas d’injection de substrat. Toutefois elle est
caractérisée par la perte du signal par diffusion dans les tissus et elle est considérée moins
sensible que la bioluminescence [275]. L’ IRM est une autre technique récente qui fournit des
images de haute résolution méme pour les tissus les plus complexes, comme par exemple les
images de tumeurs cérébrales [276]. Cette technique permet un suivi fréquent de 1’évolution
des tumeurs. Cependant, elle nécessite plus de préparation pour I’animal et les images ne
peuvent étre interprétées que par un spécialiste [277]. La tomodensitométrie (CT-scan) quant
a elle est une technique rapide et plus adaptée pour la visualisation des tissus osseux. Alors
que la tomographie par émission de position (PET-scan) est nettement plus avancée que le
CT-scan et I'IRM en termes de sensibilité et de précision pour la détection des tumeurs. En
effet, un micro-PET-scan spécialement congu pour les animaux de petites statures permet de
détecter les tumeurs sous cutanées d’une aussi petite taille que 3mm de diamétre [278].
Cependant, cette technique se base sur I’utilisation d’isotopes radioactifs comme marqueur
dont la demi-vie est tres courte. De plus la préparation de I’animal pour I’imagerie peut étre
relativement longue et comme c’est le cas pour I’IRM, les images sont analysées par un
spécialiste [277]. Dans ce projet, ¢’est la bioluminescence qui a été choisie comme technique
pour le suivi de la croissance et de la dissémination des tumeurs in vivo. A la base, c’est le
médecin physiologiste Raphael Dubois qui a mis au point le mécanisme de la
bioluminescence chez des étres vivants. Il s’agit d’une réaction d’oxydation du substrat
luciférine par 1’enzyme luciférase en présence d’adénosine triphosphate (ATP) et de
magnésium (Mg?*) résultant en une libération de lumiére tel que décrit la toute premiére fois
en 1956 par Green and McEIroy qui ont étudié ce phénomene sur des molécules de luciférine
isolées de quelques milliers de lucioles (Photinus pyralis) [279]. Ce cycle de

bioluminescence chez les lucioles est par la suite mieux étudié. En effet, la luciférine apres
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clivage de I’ATP se transforme en luciferyl adénylate. Ce composé est ensuite oxydé en
présence d’oxygeéne pour donner I’oxyluciférine et un photon (lumiere). La fréquence de ce
photon chez la luciole se situe entre 550-570 nm donnant une lumiere verte ou jaune.

L’oxyluciférine compléte le cycle par des réactions de réduction [280] (Figure 1.15).
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Figure 1.15: Représentation schématique du cycle de bioluminescence de la luciole.
Tirée de [281]
La luciférase chez la luciole est codée par le gene Luc. L’introduction de ce gene par
transfection dans les lignées cellulaires cancéreuses permet de produire la luciférase. Les
souris injectées avec des cellules-Luc vont développer des tumeurs exprimant la luciférase
qui va catalyser son substrat, la luciférine, injectée souvent par voie IP. Cette réaction va
émettre de la lumiere invisible a I’ceil nu mais détectable par des caméras CCD (Charge-
Coupled Device) ultrasensibles [282]. Bien que cette technique de bioluminescence présente
I’avantage de ne pas avoir de bruit de fond venant de la souris (endogéne), elle a néanmoins
comme les autres techniques ses limites. En effet, I’expression du géne Luc peut parfois étre
instable ce qui fait disparaitre le signal. De plus, seule une partie de la lumiere émise arrive

jusqu’a la surface de I’animal car cette lumiere peut aussi €tre absorbée et diffusée dans les
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tissus. 1l est aussi important de noter que parfois un signal trop important dans les tumeurs
primaires volumineuses peut se saturer ou masquer les foyers métastatiques naissants. A

I’inverse, les tumeurs primaires nécrosées subissent une perte de signal [283].
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I1. La transition épithélio-mésenchymateuse
(EMT: Epithelial to Mesenchymal Transition)

Par définition PEMT est un processus biologique qui permet a une cellule épithéliale
polarisée de changer sa morphologie via le remodelage d’expression de certaines protéines
favorisant son détachement de la membrane basale et lui conférant un caractere invasif et
migratoire et une capacité accrue de remodelage de la MEC [284]. Cette transformation
épithélio-mésenchymateuse a été observée la premicre fois par Elizabeth Hay chez I’embryon
de poulet [285]. Par la suite, le terme transformation a été changé par transition car il s’agit
d’un processus binaire. En effet, la plasticité phénotypique de ’EMT est révélée par la
survenue du processus inverse s’agissant de la transition mésenchymato-épithéliale (MET)

observée notamment lors du développement [286].

11.1 L’adhésion cellulaire

L’adhésion de cellules semblables est un processus important pour le maintien de
I’architecture tissulaire nécessaire au fonctionnement de [’organisme. En effet, une
perturbation dans ce processus conduirait au développement de pathologies, a 1’apparition de
I’EMT voire méme a la tumorigenése. Ces connections entres les cellules sont assurées par
cinq familles de molécules d’adhésion cellulaires (CAMs). Il s’agit de la famille des
cadhérines, des immunoglobulines (lg), des sélectines, des mucines et des intégrines
(Tableau 11.1). Contrairement aux CAMs a la famille des Ig et des intégrines, 1’adhésion
cellules-cellules impliquant les cadhérines et les sélectines requiére des ions calcium (Ca?").

Les intégrines quant a elles sont plus spécifiques des interactions cellules-MEC [287].
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Tableau I1.1: Principales protéines d’adhésions cellulaires

Familles de CAM Type Localisation
Cadhérine E-cad Epithéliales et embryonnaires
N-cad Neurones et muscles
P-cad Placenta et épiderme
VE-cad Vasculaires et endothéliales
Autres Desmosomes
Ig impliquees dans le cancer | ICAM Intercellulaire
VCAM Vasculaire
N-CAM Neuronal
PE-CAM Platelet-endothélial (CD31)
Mad-CAM Adressine mucosale
CEA Antigéne carcinoembryonnaire
Intégrines LFAl Lymphocyte et leucocyte
MAC-1 (CD11B) | Cellules immunitaires
VLA-4 Cellules souches, immunitaires
Sélectines CD62-E Endothéliales
CD62-P Plaquettes
CD62-L Leucocytes
Mucines CD43 Membrane des cellules immunitaires
PSGL1 Membrane des cellules immunitaires

Ces molécules assurent 1’intégrité des tissus via différents types de jonctions cellulaires. On

distingue les jonctions serrées (zonula occludens), les jonctions adhérentes (zonula

adhérence) et les desmosomes [287]. De plus, les cellules épithéliales jouissent d’une

certaine mobilité pour se déplacer au niveau de la méme couche d’appartenance. Toutefois,

dans les conditions normales, ces cellules ne peuvent pas se séparer de la membrane basale

sur laquelle elles sont sises. A I’inverse, les cellules mésenchymateuses sont caractérisées

par une plus grande plasticité, elles ne reposent pas sur la lame basale. Elles ne s’organisent

pas en couches polarisées et ne présentent pas de points focaux d’adhésion avec les cellules

voisines. Grace aux métalloprotéines (MMPs) qu’elles sécrétent, ces cellules sont

migratoires, invasives et capables de digerer la MEC pour envahir I’interstitium [288].
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1.2 Principales étapes de PEMT

L’EMT se déclenche suite a une perturbation dans I’intégrité de 1’épithélium, ou les cellules
perdent leur contact en raison d’une baisse d’expression des protéines d’adhésion épithéliale
impliquées dans les jonctions serrées principalement de la cadhérine-E (E-cad) et de ZO-1
(Zonula occludens) da a un facteur externe comme par exemple le facteur de croissance
transformant-Beta (TGF-p). La perte de la E-cad va permettre la libération de la B-caténine
qui se trouve impliquée dans les interactions cellulaires et séquestrée au niveau de la
membrane plasmique. La B-caténine est une protéine maitresse de la voie Wnt/B-caténine.
Son enrichissement dans le cytoplasme induit sa translocation vers le noyau pour former un
complexe transcriptionnel avec la protéine LEF-1 (Lymphoid enhancer-binding factor 1) et
déclencher 1’expression des geénes impliqués dans I’EMT. Lors de ce processus, le
cytosquelette d’actine se réorganise. On assiste a la naissance de fibres de stress et a la
synthése de 1’isoforme de I’actine nommée a-SMA (alpha smooth muscle actin) donnant a
la cellule des propriétés contractiles pour mieux migrer et mieux remodeler sa morphologie
en myofibroblaste. Lors de cette transition, on assiste aussi a la transformation des filaments
intermédiaires d’un type épithélial (cytokératine) en un type mésenchymateux (vimentine).
Pour franchir la membrane basale, cette cellule détachée dégrade le collagéne IV et la
laminine. Elle va ensuite déclencher I’expression de nouvelles molécules comme la
fibronectine et le collagene 1 et 3 pour faciliter son adhésion a la MEC lors de la migration

[289]. Les quatre principales étapes de ’EMT sont résumées dans la Figure 11.1.
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Figure I1. 1: Schéma récapitulatif des étapes principales de ’EMT. Modifiée de [289].

11.3 Les différents types de PEMT

L’EMT est désormais considérée comme un mécanisme de dispersion des cellules lors de
I’embryogenese. Elle est reconnue pour la formation des cellules mésenchymateuses dans les
tissus 1€sés et aussi responsable de 1’initiation du comportement invasif et métastatique des
cancers épithéliaux. En effet, "EMT est retrouvée et peut étre distinguée dans trois contextes

différents.

11.3.1 L’EMT de type 1

Le type 1 concerne toutes les transitions cellulaires rencontrées lors du développement
embryonnaire incluant le processus d’implantation et de formation d’organes mais qui
n’induit pas de fibrose ni de phénotype invasif entrainant une propagation systémique par la
circulation. Toutefois, PEMT de type 1 peut générer des cellules mésenchymateuses
(mésenchyme primaire) qui ont le potentiel de subir par la suite une MET pour former des
épithéliums secondaires. Cette transformation des cellules épithéliales primitives est
observée lors de la gastrulation, lors de la formation de la créte neuronale et des valves
cardiaques [288, 290].
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11.3.2 L’EMT de type 2

Ce type 2 implique les cellules endothéliales ou épithéliales secondaires qui transitent vers
des fibroblastes en réponse a un processus inflammatoire. Cette EMT est associée au
phénomene de cicatrisation de régénérescence tissulaire et aux maladies fibrotiques.
Contrairement au type 1, lors de ’EMT de type 2 les cellules générées ne sont pas
multipotentes mais se différencient pour ressembler spécifiqguement au tissu leésé. De plus,
I’EMT de type 2 apparait sous I’effet de I’inflammation et disparait avec son atténuation. En
effet, dans le contexte de la fibrose organique, ’EMT de type 2 continue de se produire en
réponse a I’inflammation persistante ce qui résulte en une accumulation de cicatrisations
tissulaires aboutissant au dysfonctionnement voire méme a la destruction de 1’organe. Cette
fibrose peut toucher plusieurs organes tels que le poumon, le foie, le rein et I’intestin [284,
291].

11.3.3 L’EMT de type 3

Cette EMT s’observe dans le contexte de la progression tumorale et 1’apparition des
métastases. En effet, "EMT de type 3 se produit dans les cellules néoplasiques ayant déja
subi des modifications génétiques et épigénétiques au niveau des géenes qui favorisent la
croissance clonale et le développement de tumeurs localisées. Les géenes affectés par ces
modifications sont le plus souvent les oncogénes et les suppresseurs de tumeurs qui vont
détourner les mécanismes de I’EMT naive de base (typel) pour générer une EMT beaucoup
plus flexible avec une plus grande plasticité que les EMT de types 1 et 2. En effet, certaines
cellules cancéreuses (& la base épithéliales) transitant a travers I’EMT de type 3 aboutissent
a des cellules completement mésenchymateuses avec un grand pouvoir invasif. D’autres
gardent leurs caractéristiques épithéliales tout en acquérant des caractéristiques
mésenchymateuses donnant naissance ainsi a une EMT hybride [291]. En général, les cellules
cancéreuses en cours de I’EMT perdent totalement ou en partie leurs capacités d’adhésion et
gagnent en contrepartie des propriétés migratoires et protéolytiques nécessaires pour leur
invasion et pour 1’établissement des métastases a des organes distants (Figure 11.2). L’EMT
des cellules cancereuses est donc synonyme de progression tumorale et de mauvais pronostic
[292].

Bien que les trois formes d’EMT (1/2/3) présentent des similitudes phénotypiques, grace a

leurs différences bien distinctes, ces EMTs sont considérées comme trois meécanismes
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différents. En effet, les cellules subissant les différentes types d’EMT (EMT1, EMT2 ou
EMT3) présentent des pools d’ARNm (ARN messager) différents et caractéristiques de
chaque EMT. L’analyse de ces différences de transcriptome et de protéome permettra
d’identifier les marqueurs décelant d’avantage les caractéristiques les plus précises de chaque

type [293].
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Figure Il. 2: EMT/MET et plasticité cellulaire.

Pareillement @ P"EMT de type 1 et 2, ’EMT de type 3 débute par une dispersion des cellules
épithéliales suite a la perte des marqueurs épithéliaux principalement de la E-cad sous I’action de
certains facteurs de transcription répresseurs comme par exemples SNAIL/ZEB. Les cellules
détachées expriment de nouvelles molécules permettant de remodeler leur morphologie (N-
cadhérine) et la MEC (vimentine, fibronectine). Ces cellules deviennent alors complétement
mésenchymateuses ou des cellules hybrides et envahissent les vaisseaux sanguins par intravasation.
Pour coloniser un organe cible, ces cellules doivent quitter les vaisseaux sanguins par extravasation
et recouvrir leurs caractéristiques épithéliales d’origines via la MET.

11.3.4 La plasticité phénotypique durant PEMT : notion de PEMT hybride

Dans le passé, ’EMT a toujours ¢été identifiée comme un systéme binaire qui permet a une
cellule épithéliale de se transformer en une cellule totalement mésenchymateuse. Ce systeme
est caractérisé par la perte d’expression des marqueurs épithéliaux (E-cad, EpCAM,

occludine, cytokératines, etc) et la surexpression des marqueurs mésenchymateux (N-cad,
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vimentine, fibronectine, etc) en plus de I’expression des facteurs de transcription de ’"EMT
(EMT-TF) et des changements morphologiques de la cellule [293]. Toutefois, ce systéme
binaire ne permet pas d’expliquer les phénoménes réels observés dans le contexte clinique
qui laissent supposer que I’EMT doit étre percue comme un spectre d’évolution
morphologique de la cellule (en cours de ’EMT) plutot qu’un statut binaire fixe. La notion
de ’EMT partielle ou hybride (E/M) est donc née. La cellule hybride exprimerait a la fois
des marqueurs épithéliaux et des marqueurs mésenchymateux (par exemple
EpCAMT/vimentine®). Ce phénomene a d’abord été observé dans les cellules cancéreuses en
circulation (CTCs : Circulating Tumor Cells) [294] puis dans plusieurs types de cancers
[295]. La plasticité du statut hybride permet a la cellule cancéreuse de s’adapter a son
environnement en lui conférant un potentiel métastatique élevé, des caractéristiques de
cellule souches cancéreuses (CSC : cancer stem cell), voire méme une résistance aux
traitements [295]. L’EMT hybride est caractérisée par l’expression de facteurs de
stabilisation de ce caractere hybride. En effet, a I’aide de modeles mathématiques, les facteurs
NRF2 (Nuclear factor erythroid-derived 2), Numb, OVOL2 (Ovo like zink finger 2) et
GRHL2 (Grainyhead Like Transcription Factor 2) ont été identifiés. L’expression de ces
facteurs représente un mauvais pronostic pour le patient. Leur inhibition induit une EMT
totale [296, 297]. Il a été rapporté qu’OVOL1/2 induit la MET dans les cellules cancéreuses
via la répression de ZEB par la famille des miR200s [298].

Le statut hybride peut étre divisé en des états transitoires précoces et tardifs selon leur
combinaison en marqueurs E/M exprimés [299]. Quelques exemples sont illustrés dans la
Figure 11.3.
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E-cad+/VIM- E-cad+/VIM+ E-cad-/VIM+
EpCAM+/ZEB- EpCAM-/ZEB- EpCAM-/ZEB+
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CD104+/CD44- CD104+/CD44+/SNAIL+ CD104-/CD44+/ZEB+

Figure I1. 3: Régulateurs du spectre des cellules cancéreuses durant ’EMT.
A) Représentation schématique des cellules cancéreuses épithéliales, hybrides et mésenchymateuses.
B) Exemples de combinaisons de marqueurs identifiés par plusieurs études dans différents types de
cancer rapportés par [295].

1.4 Biomarqueurs de PEMT

Diverses protéines sont identifiées comme des biomarqueurs de I’EMT suite a leur
augmentation (sur-expression) ou a leur atténuation (sous-expression). Ces marqueurs
proviennent de la cellule elle-méme ou de son environnement. En effet, il peut s’agir de
protéines membranaires, de la MEC ou des facteurs de transcription. Le changement
d’expression de la E-cad est un événement déclencheur principal de ’EMT. En effet, la E-
cad est une glycoprotéine transmembranaire qui relie deux cellules voisines via son
interaction avec le cytosquelette d’actine médiée par d’autres protéines (o, 3, et y-caténine).
Cette proteine constitue par excellence un marqueur epithélial. Cependant, le role de E-cad
ne se limite pas a I’adhésion cellulaire, elle est aussi impliquée dans d’autres fonctions, telle
que la prolifération, le cycle cellulaire et 1’apoptose [300]. Son expression baisse
considérablement avec I’EMT lors du développement embryonnaire, des fibroses tissulaires

et dans les cancers [301]. Il a été rapporte aussi que la perte des fonctions de la E-cad
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engendre a son tour ’EMT [302]. Un des phénomeénes caractéristiques de 1’avénement de
I’EMT est le remplacement des cadhérines appelés switch des cadhérines. En effet, lors de
I’EMT, la E-cadhérine qui est un marqueur typiquement épithélial disparait et laisse place a
la N-cadhérine qui caractérise plus les cellules mésenchymateuses, les fibroblastes, les
neurones et les cellules cancéreuses métastatiques. Un autre switch des cadhérines concerne
le remplacement de la E-cad par OB-cad qui est une protéine typique des fibroblastes et
annonciatrice de ’EMT de type 2 [293]. Comme mentionné précédemment, ’EMT induit le
déplacement de la cellule dans son environnement grace a des changements dans la
constitution de la MEC. Comme c’est le cas pour les cadhérines, les intégrines subissement
aussi un switch durant ’EMT. Toutefois, les intégrines peuvent étre conjointement exprimées
dans les cellules épithéliales, fibroblastiques et mésenchymateuses. A titre d’exemple, dans
le cancer du codlon, les cellules ayant subi ’EMT-3 (type3) évoluent en un phénotype
métastatique caractérisé par I’expression €levée de I’intégrine B6. Alors que dans les cellules
épithéliales normales et cancéreuses non invasives cette protéine est faiblement exprimée
[303]. Toutefois, I’intégrine a5 est caractéristique du développement embryonnaire (EMT-
1) [304], de la fibrose rénale [305] ainsi que du cancer [306]. Un autre exemple de
biomarqueur de ’EMT-3 est le récepteur du collagene 1 appelé DDR2 (Discoidin Domain
Receptor tyrosine kinase 2). Ce récepteur est connu pour sa régulation positive de MMP1 et
de la motilité cellulaire [307]. De plus, son expression accrue est corrélée avec la progression
et les métastases du cancer du sein [308]. Durant ’EMT, la composition des filaments
intermédiaires change avec la répression des kératines et I’expression accrue de la vimentine
[309]. Ce changement dans les intégrines corréle avec la surexpression des MMP2 et 9
contribuant ainsi a la dégradation de la MEC et I’invasion des cellules [310]. Contrairement
aux keératines qui dirigent la E-cad a la membrane plasmique, la vimentine cible les protéines
motrices et favorise, probablement via ses interactions, la morphologie et la motilité
cellulaire [311]. La vimentine est utilisée comme biomarqueur pour I’EMT-3. Plusieurs
études ont rapporté une corrélation positive entre ce filament intermédiaire dynamique et
I’agressivité tumorale de plusieurs cancers [312-314]. La localisation de B-caténine est aussi
indicatrice de ’EMT. En effet, comme déja mentionné plus haut, dans les cellules
épithéliales, la B-caténine est impliquée avec la E-cad dans les jonctions cellulaires au niveau

de la membrane plasmique. L’excés de B-caténine est dégradé par le protéasome apres
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ubiquitination. La libération de la B-caténine et son accumulation dans le cytoplasme et le
noyau induit I’activation des génes de I’EMT. Cette protéine est en effet utilisée comme
marqueur de ’EMT embryonnaire, de fibrose et du cancer incluant le CEO [315-317].

Plusieurs facteurs de transcription peuvent aussi étre considérés comme des marqueurs de
I’EMT. Cependant, ces mémes facteurs sont aussi des activateurs de I’EMT, leurs rdles seront

donc discutés dans la rubrique 11.5.1.

11.5 Processus cellulaires conduisant a PEMT

Dans tous les contextes, la récapitulation des évenements clés de ’EMT sont : 1) la perte de
la polarité apico-basale des cellules épithéliales et la dislocation des interactions cellules-
cellules, 2) la réorganisation du cytosquelette et I’acquisition d’une morphologie
mésenchymateuse, 3) le remodelage de la MEC et le gain d’un pouvoir invasif. L’avénement
de ces changements nécessite une reprogrammation cellulaire affectant plusieurs réseaux

dont la signalisation, le programme transcriptionnel et épigénétique.

11.5.1 Les facteurs de transcription et activateurs de PEMT

Le changement dans ’expression des génes impliqués dans le maintien du phénotype
épithélial ou mésenchymateux est régulé par un ensemble de facteurs de transcription dont
les facteurs a doigts de zinc : SNAIL et ZEB1 (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1) et
le facteur hélice-boucle-hélice : TWIST1 (Twist-related protein 1). Ces EMT-TF se régulent
mutuellement et coopérent dans la régulation des génes cibles. En général, ces facteurs de
transcription sont des activateurs de I’EMT dont la fonction principale est la répression des
marqueurs épithéliaux et I’induction des marqueurs mésenchymateux [318, 319] (Figure
I1.4). La protéine SNAIL1/2 (aussi connue sous le nom de SLUG) est incriminée dans
I’activation de ’EMT pendant le développement, la fibrose et le cancer [320]. Ce facteur de
transcription réprime la protéine E-cad en se fixant sur son promoteur [321] et en impliquant
un mécanisme complexe de régulation épigénétique des histones au niveau de son promoteur
[322]. En plus de réprimer les génes épithéliaux, SNAIL active les marqueurs
mésenchymateux comme par exemple la vimentine [323] et peut étre régulé a son tour par

plusieurs voies de signalisation favorisant [324] ou inhibant son action [325].
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Le facteur de transcription TWIST1 est activé par plusieurs voies de signalisation durant le
développement et la tumorigenése [318]. A titre d’exemple, le facteur 1-alpha inductible par
I'nypoxie (HI1F1a : Hypoxia-inducible factor 1-alpha) active TWIST dans des conditions
d’hypoxie et a son tour TWIST induit ’EMT et la propagation des cellules tumorales [326].
Comme dans le cas de SNAIL, TWIST est également un répresseur de la E-cad [327]. Ce
facteur est aussi stabilisé via sa phosphorylation [328].

Le facteur de transcription ZEB est aussi connu pour son activité repressive de la E-cad via
le recrutement des protéines du remodelage de la chromatine tel que le complexe SWI/SNF
(SWitch/Sucrose Non-Fermentable) [329]. Comme c’est le cas dans le cancer colorectal,
ZEB1 peut en parallele activer 1’expression des geénes de ’EMT via un mécanisme
épigénétique impliquant la méthylation des histones [330]. ZEB est régulé positivement par
TGF-B, Wnt et par la signalisation des MAPK (Mitogen-activated protein kinases). Il est
régulé et régule a son tour les facteurs SNAIL et TWIST [331, 332].
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Figure I1. 4 : Role et régulation des principaux EMT-TF. Modifiée de [333].

L’EMT est gouvernée par les trois facteurs de transcription clés SNAIL, TWIST et ZEB qui ont pour
principale fonction la répression des marqueurs épithéliaux et la stimulation des marqueurs
mésenchymateux. Ces EMT-TF sont a leur tour contrdlés par des modifications post-traductionnelles
régulant leur activité, leur localisation et leur stabilité. a) SNAIL est phosphorylée (P) par I’enzyme
GSK-3p (glycogene-synthase kinase 3-5) au niveau de deux motifs. La phosphorylation du premier
motif permet 1’exportation de SNAIL en dehors du noyau tandis que la 2¢™ phosphorylation la
protége de I’ubiquitination (Ub). La phosphorylation de SNAIL par la protéine kinase D1(PKD1) ou
par le suppresseur de tumeur 2 (LATS2) ou sa déphosphorylation par phosphatase SCP1 maintient
SNAIL active dans le noyau. SNAIL peut étre aussi dégradée via le complexe P53-MDM2 (murine
double minute 2). b) TWIST est protégée de la dégradation et reste fonctionnelle dans le noyau suite
a sa phosphorylation par JINK (MAPK p38, JUN N-terminal kinase) et ERK. ¢) ZEB2 perd ses
fonctions suite a sa SUMOylation par PCR2 (polycomb repressive cmplexe 2) qui induit son
exportation du noyau.

De récentes études ont mis en évidence de nouveaux EMT-TF impliqués dans le
développement ou dans le cancer. A titre d’exemple, on cite les facteurs FOX (forkhead box)
a domaines de liaison a I’ADN [334], la famille des facteurs de transcription GATA

présentent aussi un domaine de liaison a I’ADN et controlent la différenciation cellulaire
[335, 336].

11.5.2 Les voies de signalisation de PEMT

La capacité des cellules épithéliales a transiter vers un phénotype complétement ou

partiellement mésenchymateux est régi par un programme transcriptionnel contrélé par
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plusieurs voies de signalisation. Ces voies, activées par différents stimuli du
microenvironnement (facteurs de croissance, cytokines, hypoxie...) induisent 1’expression
ou la translocation nucléaire des facteurs de transcription (B-caténine, SNAIL, ZEB, TWIST)

définissant le devenir de cette transition.

11.5.2.1 Voie Notch
La voie de signalisation Notch provoque ’EMT via I’hypoxie dans plusieurs cancers incluant
le cancer du sein, [337] de la prostate [338] et de I’ovaire [339] accompagnée d’une forte
expression des marqueurs mésenchymateux et du phénomene de résistance aux traitements.
Cette voie induit I’expression du facteur HIF-1a et stabilise ainsi SNAIL [340]. Il a été
observé dans 1’adénocarcinome pulmonaire que 1’inhibition de Notch diminue le pouvoir
invasif des cellules en inversant particllement ’EMT [341]. De plus, Notch promeut aussi
indirectement I’EMT via d’autres voies de signalisation (NF-kB (nuclear factor-kappa B) et
[B-caténine) et a travers la répression des miRNAs de la famille des miR200s connus pour

leur régulation négative de ’EMT [342].

11.5.2.2 Voie TGF-$ et BMPs (Bone morphogenetic proteins)
La voie du TGF-p est la voie la plus caractérisée dans I’induction de I’EMT observée dans
la fibrose et le cancer. Cette signalisation est généralement activée par les molécules TGF-
B1/2/3 et les protéines BMPs [343]. La cascade de signalisation du TGF-p est déclenchée
suite & la liaison du ligand TGF-f avec son récepteur hétéro-tétramérique de type I et Il (TGF-
BR1 et TGF-pR11). TGF-BR11 active la fonction kinase de TGF-BR1 par trans-
phosphorylation. Les facteurs de transcription samd2 et 3 phosphorylés par TGF-pR1
forment alors un complexe avec smad4. Ce complexe trimérique régule ainsi la localisation
et la transcription des geénes cibles dont les facteurs pionniers de PEMT : SNAIL, TWIST et
ZEB [344, 345]. Semblablement au TGF-p, la signalisation BMP implique les ligands BMPs
et des récepteurs de type | appelés kinases de type activine (ALK : activin-like kinase) et des
récepteurs de type Il spécifiques appelés BMP-RII [346]. La signalisation BMP est aussi
impliquée dans ’EMT comme rapporté dans le contexte du cancer du pancréas ou les BMP4
et BMP7 favorisent 1’invasion des cellules cancéreuses via la répression de E-cad et

I’expression des MMPs [347]. D’autre part, ces BMPs sont aussi impliquées dans la MET
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comme c¢’est rapporté dans la fibrose rénale ou BMP7 favorise la restauration de la E-cad et

I’expression du collagéne 1 [348].

11.5.2.3 Voie Wnt/B-caténine
L’activation de cette voie débute par le recrutement du ligand Wnt par son récepteur
complexe composé de la protéine Frizzeled (FZD) (contenant 7 domaines
transmembranaires) et une protéine apparentée aux récepteurs des LDL (Low-Density
Lipoprotein) appelée LPR (LDL-Related Protein). Le complexe Wnt/FZD/LPR formé du
coté extracellulaire recrute la protéine Dishevelled (DVL) qui va recruter a son tour la kinase
GSK-3p. Cette kinase va d’un c6té phosphoryler les domaines intracellulaires de LPR et d’un
autre coté lever cette phosphorylation sur la B-caténine cytoplasmique mediée par les
protéines Axinl et APC2 (Adenomatous polyposis coli protein 2). La B-caténine non
phosphorylée est protégée de 1’ubiquitination et de la dégradation par le protéasome. Cette
protéine s’accumule dans le cytoplasme puis transloque vers le noyau pour induire
I’expression de ses geénes cibles a travers son association avec les facteurs de transcription
TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor). Les génes cibles de la B-caténine
incluent les marqueurs mésenchymateux et les facteurs de transcription inducteurs de ’EMT
[349] (Figure 11.5). La signalisation Wnt est rencontrée dans ’EMT reliée au processus du
développement. En effet, il a été rapporté que les embryons de souris déficients en WNT3 ne
forment pas de mésoderme [350]. Cette signalisation permet aussi le développement de la
créte neuronale [351]. La signalisation Wnt promeut également ’EMT relié¢e a la progression

de plusieurs types de cancer [352].
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APC

Figure 11.5: Mécanisme d’activation de la voie Wnt/B-caténine.

A) En absence du ligand Wnt le complexe destructeur Axin/APC2/GSK3-f est actif. La kinase GSK3-
B va donc phosphoryler la B-Caténine (-cat) au niveau des serines 33/37/45 et de la thréonine 41.
L’ubiquitine E-3 reconnait et ubiquitine la 3-cat phosphorylée pour étre dégradée par le protéasome
26S. La transcription des génes cibles de cette voie est réprimée. B) Le ligand Wnt présent dans le
milieu extracellulaire, se lie a ses récepteurs Fzd et LRP5/6 pour initier la signalisation en aval. Ce
complexe ligand-récepteurs active la protéine Dvl dont le rdle est d’inhiber la formation du complexe
destructeur Axin/APC/GSK3-f. Il en résulte une accumulation de la B-cat dans le cytoplasme. Une
fois au noyau, la B-cat s’associe aux facteurs TCF/LEF pour induire I’expression des génes cibles.
Certains de ces génes sont essentiels pour ’EMT, leur r6le est de réprimer 1I’E-cad. La B-cat séquestrée
au niveau de la membrane se libére suite a la répression de E-cad et transloque de nouveau dans le
noyau pour maintenir la voie active. Figure modifiée de [353].
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11.5.2.4 Autres voies inductrices de PEMT

La stimulation des récepteurs tyrosine Kinase (RTK) induit I’activation des voies de
signalisation PI3K-AKT (phosphatidylinositol-3-kinase-AKT), ERK (extracellular signal-
regulated kinase), MAPK (Mitogen-activated protein kinases) et JNK (c-Jun N-terminal
kinase). Ces voies sont toutes reconnues comme activatrices de ’EMT [354]. Les voies ERK
et MAPK peuvent aussi étre activees par les mutations des genes RAS (Rat sarcoma) et RAF
dans les cellules cancéreuses. La signalisation RAS et RAF aboutit a I’activation de SNAIL
des RHO-GTPase favorisant I’activation de ’EMT et la motilité cellulaire [355]. Une récente
étude a rapporté que la signalisation ERK intervient dans la reprogrammation épigénétique
en faveur de I’expression des genes impliqués dans ’EMT. En effet, I’inhibition chimique
de ERK affecte 1’acétylation des histones H3K27 aux niveaux des geénes régulateurs de
I’EMT ce qui résulte en un phénotype proche des cellules épithéliales [356]. La signalisation
FGF (fibroblast growth factor) est aussi impliquée dans 1’activation de ’EMT dans les
cellules cancéreuses accompagnée de la surexpression de SNAIL2 et MMP3 en plus de la
déstabilisation des desmosomes [357]. Cette signalisation est aussi importante dans ’EMT-
1 lors de la gastrulation et la migration des cellules de la créte neuronale [358]. D’autres
¢études rapportent que L’EGF (Epidermal growyh factor) est aussi impliqué dans I’induction
de ’EMT lors du développement embryonnaire et durant le cancer [359, 360].

Les cellules épithéliales percoivent de nombreux signaux extracellulaires et activent une
réponse de différenciation pouvant mener a ’EMT. Plusieurs voies de signalisation peuvent
donc étre activées en méme temps conduisant a 1’activation de facteurs de transcription qui
a leur tour induisent D’activation d’autres voies. Il existe alors une coopération de
signalisation et une convergence commune de ces voies sur I’avénement de PEMT. A titre
d’exemples, la voie Wnt coopére avec les membres de la famille du TGF-B et du FGF pour
réguler "EMT durant la gastrulation [361]. TGF-p facilite ’EMT induit par I’EGF et le FGF
dans les cellules cancéreuses [362]. Egalement, ’activation des voies ERK et MAPK en
réponse aux facteurs de croissance font augmenter ’EMT induite par le TGF-p [363]. Les
voies Wnt et TGF-B coopérent aussi pour la régulation d’expression des genes de 'EMT
[288]. A I’inverse, ces voies de signalisation se chevauchent aussi pour réprimer PEMT. A
titre d’exemple I’HGF (Hepatocyte Growth Factor) qui peut induire ’EMT peut aussi inhiber
I’EMT induite par TGF-p tel qu’observé dans la fibrose rénale [364].
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11.6 La régulation épigénétique de PEMT

Outre les molécules, facteurs de transcription et voies de signalisation, la plasticité de la
cellule en EMT est aussi régulée par des mécanismes épigénétiques. Nous abordons quelques
exemples de cette régulation.

L’inactivation de CDH1 par hyperméthylation d’ADN est un événement courant dans
plusieurs cancers humains notamment le cancer du sein, du poumon, de la vessie, de I’ovaire
et de la prostate [365, 366]. Cette hyperméthylation du promoteur du géne CDH1 (codant
pour la E-cadhérine) corréle avec I’apparition de ’EMT et avec le pouvoir invasif et
métastatique des cellules cancéreuses comme c’est le cas dans le cancer du sein [367]. Dans
le cancer du sein de type basal, CDH1 est également réprimé par hyperméthylation médiée
par ZEB1 qui recrute la DNMT1 au niveau de son promoteur [368]. Le géne KLF4 (Kriippel-
like factor 4) est un facteur de transcription qui semble réprimer ’EMT en activant
I’expression des protéines épithéliales. KLF4 se trouve inactivé par hyperméthylation dans
la fibrose rénale [369]. Dans le cancer de I’ovaire, le géene IQGAP2 (GTPase-activating-like
protein) est hyperméthylé et sous exprimé. En effet, IQGAP2 est considéré comme un
suppresseur de tumeur qui bloque ’EMT et les métastases du CEO via la suppression de la
voie Wnt/B-caténine [370]. Les inhibiteurs de méthylation de I’ADN tel que la 5-aza-2'-
désoxycytidine (5-aza-CdR) se sont réveélés intéressants comme agents anti-cancéreux via la
réactivation de I’expression des genes suppresseurs de tumeur [371]. Toutefois, d’autres
¢tudes ont montré que ces inhibiteurs de la méthylation de I’ADN peuvent en contrepartie
activer les oncogeénes et les geénes de 'EMT ce qui peut conduire a 1’invasion et aux
métastases des tumeurs [372, 373].

Il est connu que généralement, 1’acétylation des histones est associée a 1’activation de la
transcription tandis que la désacétylation est reliée au caractére répressif de la transcription.
Ce processus se fait par le biais d’enzymes appelées acétyltransférases qui ont pour réle de
rajouter un groupement acétyle a certaines lysines d’histones distinctes comme les résidus
K9 et K14 de I’histone H3. Ce processus est inversé par une autre famille d’enzyme appelées
les HDACs. Pendant la métastase des cellules cancéreuses, les désacétylases HDACL et
HDAC2 sont recrutées par SNAIL au niveau du promoteur CDH1 (promoteur de la E-cad)
pour le rendre silencieux. En effet, il a été montré que le blocage de HDAC par un inhibiteur

chimique prévient les métastases et inverse ’EMT [374]. D’autres études ont impliqué
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I’histone déméthylase 1A spécifique a la lysine (KDM1A appelée aussi LSD1 (Lysine
Spécific Demethylase 1A) dans la régulation de I’EMT et la progression tumorale. Cette
enzyme permet 1’élimination du groupe méthyle de la lysine 4 de I’histone 3 (H3K4me3) afin
d’activer la transcription [375]. Le réle de LSD1 est aussi montré dans le cancer du sein, ou
cette enzyme est recrutée par SNAIL au niveau des promoteurs des génes épithéliaux (E-cad,
cytokératine, claudine) afin de les désactiver par déméthylation de la chromatine au niveau
de la marque activatrice de la transcription H3K4m2 ce qui induit ’EMT [376]. Un autre
exemple concerne la régulation par les micro-ARNs. La famille des miR200s (miR200a,
miR200b, miR200c, miR141 et miR429) de méme que miR205 maintiennent le phénotype
épithélial et I’expression de E-cad par les cellules via la dégradation des ARNm de ZEB1/2
[377, 378]. A I’inverse, une fois "EMT enclenchée, les facteurs ZEB1/2 & leur tour induisent
la répression des miR200s au niveau de leur promoteur afin d’assurer la progression de
I’EMT et I’acquisition des caractéristiques de cellules souches cancéreuses [379]. Ces
miRNAs contribuant a la plasticité phénotypique sont eux-mémes soumis a une régulation
épigénétique. En effet, ’inactivation par hyperméthylation des ilots CpG réduit sous silence
de maniére stable les promoteurs des miR200s comme observé dans le cancer hautement
invasif de poumon [380], dans les cancers de vessie résistants au cisplatine [381], ainsi que
dans le cancer du sein [382]. Les ARNSs longs non-codant (LncRNA : Long non-coding RNA)
sont des ARNSs qui dépassent les 200 nucléotides de long et qui ne codent pour aucune
protéine. En plus de leurs divers réles de régulation dans de nombreux mécanismes
cellulaires, ces LncRNA sont aussi impliqués dans I’EMT et le cancer [383]. En effet, le
LncRNA TUGL1 (Taurine-upregulated gene 1) est associé au caractére invasif du cancer
colorectal via la promotion de ’EMT [384]. A I’inverse dans le cancer du foie, le LncRNA
TUSC7 (tumor suppressor candidate 7) réprime I’EMT. La baisse d’expression de cet ARN
est un mauvais pronostic pour les patients avec ce type de cancer [385]. Le LhcRNA MALAT
(The metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1) est aussi considéré comme un
suppresseur de tumeur dans le cancer du sein, ou sa baisse est accompagnée de 1’apparition
de ’EMT [386].
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1.7 L’EMT dans le cancer épithélial de ’ovaire

Les observations cliniques des tumeurs du CEO réveélent I’existence d’une variété de cellules
a divers phénotypes (épithélial, hybride et mésenchymateux) formant des agrégats
multicellulaires (AMC). Ces cellules qui s’organisent en AMC sont caractérisées par une
dynamique d’expression des cadhérines de types E ou N ou I’expression conjointe des deux
types E+N générant des agrégats hybrides beaucoup plus invasifs que les cellules exprimant
uniquement la E-cad [387, 388]. Comme dans plusieurs cancers, un petit groupe de cellules
initiatrices de tumeur a été trouve dans le CEO [389, 390]. Ces cellules présentent des
caractéristiques mésenchymateuses, hybrides et de cellules souches avec un potentiel
tumorigénique et de prolifération élevé [391, 392]. La contribution de ’EMT dans le
développement du CEO de type séreux a été constatée suite a 1’inhibition du facteur de
transcription PAX2 (Paired box gene 2) dont le rdle est la préservation de 1’état différencié
des cellules épithéliales de I’oviducte. La répression de ce facteur de transcription a conduit
au développement de Iésions précurseurs du CEO de type séreux de haut grade [393]. Comme
déja mentionné, P’EMT dans le CEO est aussi provoquée par divers stimuli menant a
I’activation de certaines voies comme celle du TGF-f. En effet, le TGF-B est une molécule
présente dans le liquide folliculaire qui est libérée pendant 1’ovulation [391, 394]. Les autres
facteurs tels que EGF, HGF et 1’endothéline-1 peuvent aussi induire ’EMT dans le CEO
[395]. Chez des patientes avec un CEO de type carcinome a cellules claires, I’expression de
TWIST est tres élevée et corréle avec la progression de la maladie. L’expression de TWIST
constitue donc un mauvais pronostic pour ces patientes [396]. Dans une autre étude incluant
174 échantillons de tumeurs ovariennes primaires et 34 métastases, il a été observé que
I’expression de la E-cad analysée par IHC est inversement proportionnelle a I’expression de
SNAIL dans les métastases. En effet, les tumeurs disséminées dans 1’espace péritonéal
présentent une tres forte expression de SNAIL par comparaison aux tumeurs primaires [397].
Le facteur de transcription ZEB correle aussi avec le potentiel métastatique dans le CEO. En
effet, la suppression de ZEB dans les cellules SKOV3 par sh-RNA (short hairpin RNA) réduit
le développement de tumeur dans un modéle de xénogreffe de souris. De plus, la répression
de ZEB a conduit au blocage de 'EMT suite a 1’expression de miR200c [398]. De
nombreuses études ont mis en évidence la relation EMT-résistance aux traitements dans le
CEO. Il a éte observé que les cellules du CEO (SKOV3, NOS2, TAOV) exposées a des doses
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élevées du paclitaxel de maniere continue finissent par développer une chimiorésistance et
une EMT avec un potentiel accru pour les métastases [399]. Une étude similaire a montré
que le cisplatine induit ’expression de TWIST dans les cellules du CEO augmentant leur
potentiel métastatique [400]. Un effet semblable de chimiorésistance et de pouvoir
métastatique est obtenu avec les cellules SKOV3 traitées avec le carboplatine [401]. En plus
des facteurs de transcription, les marqueurs de ’EMT sont aussi liés a la chimiorésistance du
CEO. A titre d’exemple, la vimentine est fortement exprimée dans la lignée cellulaire
A2780S-cis (résistante au cisplatine) par comparaison a la lignée A2780S sensible a ce
traitement [402]. La vimentine et ZEB se sont également démarqués comme marqueurs de
chimiorésistance dans une étude analysant 1’expression de 10 marqueurs de ’EMT dans 100
échantillons du CEO de stades avancés [403]. A ce jour, les mécanismes exacts de cette
résistance aux traitements ne sont pas bien clairs. Plusieurs études basées sur 1’utilisation
d’échantillons humains suggérent que ce phénomene serait relié a I’activation de certaines
voies de signalisation via I’EMT qui faciliteraient la progression tumorale et les récidives
aprés traitement. A titre d’exemple, les cellules cancéreuses exprimant SNAIL et SLUG
acquierent une résistance aux traitements par chimio- et radiothérapie via I’expression des
marqueurs des cellules souches et arrivent a berner la voie d’apoptose médiée par pS3 [404].
D’autres voies telles que TGF-B [405], Notch [406], EGFR/STAT3 [407] et Wnt/B-caténine
[408] sont reliées a ce phénomene de résistance via ’EMT et la genése de CSCs. En effet, de
plus en plus de preuves établissent un lien étroit entre les CSCs et la propagation ou la
chimiorésistance du CEO. Ces cellules sont retrouvées dans I’ascite, les tumeurs primaires et
les métastases du CEO [409, 410]. Les CSCs partagent plusieurs caractéristiques avec les
cellules souches normales comme la capacité de former des agrégats sous formes de
sphéroides ou des clones en culture mais surtout, ces CSCs présentent un grand potentiel
pour la genése tumorale. Ces cellules sont caractérisées par I’expression d’un ensemble de
marqueurs de surfaces qui permettent leur isolement. Ces marqueurs incluent: CD44,
CD133,CD117, ALDH1A1, EpCAM et ABCG2 [411]. Plusieurs études ont rapporté en effet
le rdle de la voie Wnt/B-caténine dans la progression du CEO via le maintien des CSCs [412,
413]. Cependant, une large étude d’association pangénomique impliquant des échantillons
du CEO a revélé une régulation négative des protéines agonistes de la voie Wnt/B-caténine
[414]. De plus, une autre étude récente a rapporté que les CEOs de haut grade progressent
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plus agressivement dans un milieu exempt de Wnt. En effet, I’inactivation de cette voie
permet de maintenir les cellules cancéreuses indifférenciées jouissant des caractéristiques de
CSCs [415].

Comme discuté auparavant dans d’autres types de cancers, ’EMT dans le CEO est également
affectée par les modifications épigénétiques. A titre d’exemples, le promoteur de CDH1 (de
E-cad) est retrouvé hyperméthylé dans les CEOs invasifs probablement via le recrutement de
la DNMT1 par ZEB1[416]. L’étude du profil de méthylation de ’EMT médiée par TGF-P a
révélé que les genes mésenchymateux (MMP, ZEB2, SNAI1, WNT5A, KRT7...) sont
hypométhylés alors que le géne CDH1 est hyperméthylé. Une autre étude a rapporté que le
géne SFRP5 (Fecreted frizzled-related protein 5) antagoniste de la voie Wnt se trouve
hyperméthylé dans le CEO. En effet, la restauration d’expression de SFRP5 bloque ’EMT
et la résistance aux traitements médiée par la voie Wnt [417]. Parmi les miRNAs régulateurs
de ’EMT dans le CEO, on retrouve aussi la famille des miR200s dont la fonction est la
dégradation de I’ARNm de ZEB [418]. A I’inverse, miR9 semble promouvoir ’EMT en
réprimant la E-cad [419]. Le microRNA miR30d bloque ’EMT médiée par TGF-f en ciblant
SNAIL [420].

Parmi les INcRNASs régulateurs de ’EMT dans le CEO, on retrouve HOTAIR (HOX transcript
antisense RNA). En effet, il a été observé que la suppression de HOTAIR par des si-RNAs
(Small Interfering RNA) dans des lignées du CEO hautement métastatiques comme SKOV3
réduit leur capacité de migration et d’invasion. De plus, I’expression de E-cad se stabilise

alors que celle de vimentine et de N-cad diminue [421].

I1.7.1 Le modéle de PEMT médiée par le gene LY75

Plusieurs modéles de P’EMT/MET in vitro [422], in vivo [423] et méme des modéles
mathématiques [296, 424] ont été développés pour tenter de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires employés par ’EMT lors de la dissémination du CEO. Nous
disposons au laboratoire d’un mod¢le approprié pour étudier le réle de ’EMT dans le CEO
en modulant I’expression d’un seul géne qui est le lymphocyte antigene LY75. En effet, les
données antérieures du laboratoire se sont intéressées a I’implication de la méthylation
aberrante de I’ADN dans la dissémination du CEO. A cet effet, le profil de méthylation de
I’ADN des tumeurs de types séreux de différents grades et stades par comparaison au profil

de méthylation de I’ADN des échantillons contrdles non tumoraux a eté étudié. Le
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lymphocyte antigene LY75 (aussi appelé DEC205/gp200-MR6) représente un des génes
hypométhylés et surexprimés dans les tumeurs séreuses de haut grade identifiés par cette
étude [237].

LY75 appartient a la famille des récepteurs macrophage mannose a domaine lectine de type
C. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de 205KDa comportant cinq différentes
régions. On distingue la région N-terminale riche en cystéine, un domaine fibronectine de
type 11, dix domaines lectine type C en tandem, une région transmembranaire et un domaine
cytoplasmique C-terminal [425] (Figure 11.6). LY75 est principalement exprimé par les
cellules dendritiques et par 1’épithélium thymique. Récemment, I’expression de LY75 est
détectée aussi dans les cellules T et B et dans d’autres types cellulaires comme par exemples
les cellules de 1’épithélium intestinal, pulmonaire et du cerveau. Cependant, cette expression
est 10 a 50 fois plus faible par comparaison a 1’expression observée dans les cellules
dendritiques [426]. LY75 joue un role dans I’initiation de la réponse immunitaire via la
présentation d’antigénes aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe
Il (CMH-I1I) apres leur endocytose via les vésicules de clathrine [427]. Cette capacité de
LY75 de déclencher la réponse immunitaire est exploitée dans la vaccination et
I’immunothérapie du cancer. En effet, les récepteurs DEC-205 présents sur les cellules
dendritiques sont ciblés par des anticorps monoclonaux anti-DEC205 jumelés a un antigene
tumoral capable de générer ’activation des cellules T [428]. A titre d’exemple, un vaccin
anti-cancer potentiel ciblant 1’antigéne NY-ESO-1(New York esophageal squamous cell
carcinoma) a été rapporté. L’antigéne NY-ESO-1 est exprimé dans plusieurs types de
cancers. Jumelé a LY75, cet antigéne a généré une réponse immunitaire a cellules T donnant
une régression des tumeurs d’environ 20% ainsi qu’un prolongement du temps de survie chez
les personnes vaccinées. De plus, aucun effet de toxicité n’a été rapporté. Toutefois, ce vaccin
combiné n’a apporté aucun effet positif quant a la survie des patientes vaccinées souffrant
d’un CEO [429]. Une autre étude a rapporté que la combinaison du récepteur LY75 a la
mésothéline (MSLN), qui est un antigéne tumoral humain, génere une meilleure réponse
immunitaire aux lymphocytes T (CD4+ et CD8+) ainsi qu’une réponse humorale par
comparaison a I’injection de MSLN seule [430]. Un récent modéle basé sur le jumelage d’un
anticorps et une drogue ciblant les cellules cancéreuses qui expriment fortement LY75 a été

développé et teste sur des modeles de xénogreffes de plusieurs types de cancers. Il s’agit de

70



I’anticorps/drogue  MEN1309/0BT076-CD205 [431]. D’autres ¢tudes montrent
I’implication de LY75 dans le cancer. En effet, dans les tumeurs du sein, I’expression de
LY75 diminue considérablement avec 1’avancement de la maladie [432]. Les mémes
observations sont rapportées dans le cancer colorectal [433]. Peu d’études se sont intéressées
a I’implication de LY75 dans le CEO. Il a été montré que la suppression des cellules
dendritiques LY75" retarde la progression des tumeurs ovariennes chez la souris et renforce
la chimiothérapie standard [434]. De plus, I’expression de LY75 est contrdlée par
I’interleukine 6 (IL-6). Le complexe IL6/récepteur de I’IL-6 s’avere étre impliques aussi dans
la dissémination du CEO [435]. Une récente étude de notre laboratoire a conféré un nouveau
role a LY75 comme modulateur majeur du phénotype des cellules du CEO et de leur potentiel
métastatique [239]. En effet, la suppression de LY 75 dans les cellules du CEO a morphologie
mésenchymateuse (SKOV3, et TOV112) induit le MET. Ce phénoméne est accompagné
d’une diminution in vitro du pouvoir migratoire et invasif des cellules et une augmentation
de la capacité de colonisation in vivo des métastases dans un modele de souris
immunodéficientes de xénogreffe intrapéritonéale. L’expression ectopique de LY75
(SKOV3-0OV-LY75) résistant aux ARNs a épingle a cheveux (sh-RNA) dans le clone
SKOV3-LY75-knockdown (KD) restaure complétement le phénotype parental ainsi que
’expression des marqueurs mésenchymateux. A I’inverse, I’absence de LY75 dans les
cellules du CEO a phénotype épithélial (A2780S et OV2008) dirige I’lEMT accompagnée de

la baisse de la capacité de colonisation in vivo.
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Figure I1. 6: Structure du récepteur LY75.
L’éctodomaine comporte une extrémité N-terminale riche en cystéine suivie d’un domaine
fibronectine et de 10 domaines lectine en tandem. La protéine comporte un domaine
transmembranaire et un court domaine cytoplasmique en C-terminal impliqué dans I'endocytose via

les vésicules de clathrine.
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I11. Problématique et objectifs de I’étude

Le CEO représente le cancer le plus mortel parmi les cancers gynécologiques [436]. Ceci est
principalement dd au fait que prés de 80% des patientes ne sont diagnostiquées qu’aux stades
avanceés de la maladie, ¢’est-a-dire une fois que les métastases ont gagné la cavité pelvienne
(stade II), I’abdomen (stade III) ou au-dela de la cavité péritonéale (stade 1V) [437]. Il a été
estimé que dans plus de trois quarts des cas que le CEO se trouve métastase généralement
dans la cavité intrapéritonéale. En effet, si le cancer est détecté aux stades précoces, plus de
90% des femmes guériraient suite a une chirurgie conventionnelle. Le traitement standard du
CEO est une chirurgie cytoréductive suivie d’une chimiothérapie. Bien que la réponse initiale
a la thérapie soit élevée, la résistance au traitement se développe souvent. Seulement 10-15%
des patientes atteignent et maintiennent une réponse complete a la thérapie. Dans 30% des
cas, la survie est prolongée a cing ans a partir du moment du diagnostic grace a une prise en
charge chirurgicale plus agressive suivie d’une chimiothérapie plus efficace [438, 439]. Dans
cette optique, la prise en charge du CEO métastatique est un enjeu de taille. De plus, les
mécanismes de la tumorigenése, de 1’agressivité tumorale et de la progression du CEO ne
sont pas encore bien définis. Les études futures doivent se concentrer sur 1’identification de
genes et de molécules pro-métastatiques afin d’améliorer les thérapies actuelles et d’en
découvrir d’autres plus efficaces. La propagation des cellules cancéreuses a des organes
distants représente un défi clinique majeur dans le traitement du cancer. L’EMT est apparue
comme un régulateur clé des métastases dans certains cancers en conférant un phénotype
invasif [441, 442]. En plus de faciliter les métastases, ’EMT génére des cellules souches
cancéreuses et contribue a la résistance au traitement [285, 443]. L’EMT est un programme
de développement exploité par les cellules cancéreuses pour passer de maniére réversible
d’un phénotype épithélial avec une polarité apico-basale et des adhérences cellules-cellules
a un phénotype mésenchymateux plus mobile caractérisé par une morphologie fusiforme et
une polarité inversée [444]. A D’instar de la motilité et des caractéristiques invasives du
phénotype mésenchymateux, ’EMT est potentiellement associée aux caractéristiques de
cellules cancéreuses souches (pluripotence cellulaire) a la résistance aux traitements de méme
qu’a la suppression de la réponse immunitaire [445-447]. Pour coloniser un site secondaire,
les cellules mésenchymateuses et celles présentant des caractéristiques de CSCs doivent

recouvrir les caractéristiques initiales prolifératives et épithéliales via la MET [444, 448].
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L’EMT est fréquemment régulée par les mécanismes épigénétiques. Ces changements
permettent ainsi aux cellules cancéreuses de passer d’un état non invasif & un état invasif par
le biais du remodelage de la chromatine. Ce phénomene a pour conséquence la régulation de
I’expression des oncogénes et la répression des génes suppresseurs de tumeurs [231, 449].
De plus, il a été rapporté récemment, que ’EMT n’est pas tout a fait un mécanisme binaire
(EMT/MET) a phénotype mésenchymateux versus épithélial totalement inversé mais peut
passer par des états hybrides (E/M) ou les cellules hybrides E/M présentent a la fois des
caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses [299, 450]. En effet, en plus des cellules
de I’EOS qui présentent des caracteéristiques E et M ainsi qu’une remarquable plasticité lors
de la réparation de la membrane post-ovulation, des cellules doubles positives pour E-
cadhérine (un marqueur typique épithélial) et vimentine (un marqueur typique
mésenchymateuse) sont détectées dans les cancers de I’ovaire [451]. En effet, des phénotypes
intermédiaires de I’EMT sont détectés dans plusieurs lignées cellulaires du cancer de 1’ovaire
[452] ainsi que dans les sphéroides retrouvées dans 1’ascite [453]. Toutes ces études
rapportent que certaines cellules du cancer de I’ovaire présentent un état hybride et de
pluripotence cellulaire avec expression de marqueurs de cellules souches, une résistance a
I’apoptose ainsi qu’une capacité migratoire et invasive plus accrue que les cellules
entierement épithéliales ou mésenchymateuses [452-454]. 1l n’est encore pas compris si les
cellules en état hybride forment une population stable et potentiellement invasive et
métastatique ou si ces cellules passent par cet état hybride de maniére éphémere et transitoire
durant ’EMT.

L’EMT constitue donc une intéressante cible thérapeutique dans le traitement du CEO soit
pour prévenir la dissémination tumorale chez les patientes a haut risque de développer des
métastases, soit pour éradiquer les cellules cancéreuses métastatiques déja existantes chez les

patientes dont la maladie est avancée.
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I11.1 Hypothese

1l a été suggéré que P’EMT joue un réle majeur dans la dissemination du CEO. Cependant,
les mécanismes moléculaires impliqués dans ce phénomene restent a définir. Grace au
modeéle de PEMT médiée par la modulation d’expression de LY75 dans les cellules du
CEO, nous avons émis I’hypothése que les cellules SKOV3-M in vivo seraient plus
métastatiques et résistantes aux traitements que les cellules SKOV3-E. Ce potentiel
métastatique des cellules mésenchymateuses du CEO serait justifié par les modifications
épigénétiques qui surviendraient principalement dans la méthylation de I’ADN ainsi

qu’une possible activation des voies de signalisation métastatiques s’y reliant.

111.2 Objectifs

1°" objectif : Analyse des altérations de la méthylation de ’ADN durant PEMT/MET
suite a la modulation de ’expression de LY75

Cet objectif visait d’étudier le profil de méthylation de I’ADN au cours de I’EMT des clones
SKOV3-M et SKOV3-E précédemment générés afin d’identifier les génes principalement
affectés. Nous avons opté pour la technique de séquencage au bisulfite a représentation
réduite, appelée RRBS, pour I’analyse des différents profils de méthylation de I’ADN. 11
s’agit d’une technique combinant la digestion enzymatique de I’ADN et le traitement au
bisulfite de sodium permettant de cibler les régions du génome enrichies en CpG renfermant
les promoteurs. La taille du génome a séquencer est ainsi réduite a 2% ce qui réduit les colts

d’analyse tout en générant des données fiables.

2¢me objectif : Identification des partenaires d'interaction de LY75 présentant une
possible implication dans la modulation de 'EMT médiée par LY75 dans les cellules du
CEO

Nous avons utilisé la co-immunoprécipitation (CO-IP) pour identifier les partenaires
d’interaction de LY75. 1l s’agit d’une technique standard dont le principe repose sur
I’extraction de protéines des cellules SKOV3-M et SKOV3-E et de les incuber avec
I’anticorps ~ monoclonal  anti-LY75. Le  complexe  protéique,  partenaires

d’interaction/LY 75/anticorps anti-LY75, est précipité par I’ajout des billes magnétiques a
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protéines G qui se sont liées de maniére covalente aux chaines lourdes des immunoglobulines
de type 1gG. Les partenaires d’interaction sont identifiés par chromatographie en phase
liquide-spectrométrie de masse (LC-MS/MS) a la plateforme protéomique du centre de

génomique du CRCHU de Québec-Universite Laval.

3eme Opjectif : Etude in vivo du réle de PEMT dans la dissémination du CEO et sa
réponse aux traitements

Dans cet objectif nous avons proposé d’étudier et de comparer le potentiel métastatique des
cellules du CEO a phénotype mésenchymateux (M) (SKOV3 sh-contrdle), épithélial (E)
(SKOV3-sh3-8) et d’une population de cellules E et M mixées (ratio 1:1 SKOV3-sh-
contr6le/SKOV3-sh3-8) précédemment transfectées par le plasmide pcDNA3-luciférase
(Addgene). Nous avons envisagé de determiner le potentiel invasif des trois groupes de
cellules cités plus haut ainsi que leur réponse aux traitements dans un modele de souris
immunodéficientes (CB17 SCID) suite a leur injection par voie orthotopique intrabursale. Le
choix du modéle orthotopique IB se base sur les avantages qu’offre ce modele par rapport
aux xénogreffes par voie IP et sous-cutanée. En effet, tel que fortement documenté, ce modele
IB permet aux cellules cancéreuses d’interagir avec leur microenvironnement approprié et
d’imiter ainsi la formation des tumeurs au site primaire. Ce modele permet aussi de suivre
précisément la propagation du cancer aux sites métastatiques connus cliniguement de méme

que la sensibilité aux drogues (chimiothérapie).
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Préface chapitre 1

L’article suivant portant sur les objectifs 1 et 2 est publié le 7 mars 2020 dans le journal 1JMS
(facteur d’impact: 4.556) dans un numero spécial ayant pour théme: « Le réle de la voie
Wnt/B-caténine dans le cancer».

Plusieurs personnes ont contribué dans ce projet. En effet, la professionnelle de recherche de
notre laboratoire M™ Magdalena Bachvarova a extrait, purifié et quantifié les ADNs des
différents clones de SKOV3 générés auparavant par sh-RNA, CRISPR et par restauration de
phénotype des cellules SKOV3 en réintroduisant le gene LY75 par transfection dans le
nouveau clone SKOV3-E. Les profils de méthylation de ces échantillons sont analyses par la
compagnie américaine Diagenode en utilisant la technique RRBS. Dre Marie-Pier Scott-
Boyer et Dr Arnaud Droit ont transformé les données brutes des profils de méthylation en
des extensions lisibles par le logiciel IGV (Integrative genomic viewer). De plus, Marie-Pier
a délimité les régions promotrices et des premiers exons pour les différentes combinaisons.
Mon travail a consisté en le traitement des données RRBS, par IGV et IPA (Ingenuity
Pathways Analysis) et la sélection des génes candidats. J’ai également préparé les amorces
par le logiciel metylprimer express et validé les statuts de méthylation des génes retenus par
BSP dans les clones SKOV3-E (sh-LY75) vs SKOV3-M-(sh-control) en analysant les
données du séquencage fait par la plateforme de séquencage et de génotypage de I’Université
Laval. J’ai validé par la suite ’expression de ces mémes genes aux niveaux de I’ARNm et
protéique dans le modele de ’"EMT SKOV3 et dans le nouveau modéle de OVCARS que j’ai
généré par knock-down de LY75. J’ai effectué toute I’expérimentation reliée a I’implication
de la voie Wnt dans le CEO de méme que le mécanisme de LY75 dans cette régulation a
travers notre approche protéomique analysée par LC/MS/MS. J’ai participé a la rédaction de
’article en rédigeant le document original. En plus du design des combinaisons des trois
comparaisons de I’étude pour RRBS, Dr Bachvarov a supervisé 1’évolution du projet en
m’assistant dans les analyses IPA, et dans le design des amorces pour BSP. Il a enrichi,
corrigé et amélioré la rédaction de 1’article notamment en ce qui concerne le style d’écriture

en langue anglaise.
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1.1 Résumeé

De plus en plus d’études démontrent que la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)
joue un role important dans la progression et la dissémination du cancer épithélial ovarien
(CEO). Cependant les mécanismes moléculaires de ’EMT restent mal définis. Dans une
précédente étude, nous avons montré que le récepteur d’antigénes LY75 des cellules
dendritiques peut moduler le phénotype et le potentiel métastatique des cellules du CEO. En
effet, la déplétion de LY75 induit la transition mésenchymato-épithéliale (MET) dans les
cellules du CEO a morphologie mésenchymateuse. Nous avons donc utilise ce modéle de
I’EMT médiée par la modulation d’expression de LY75 pour étudier le changement de
méthylation de I’ADN dans les cellules du CEO en EMT. Pour cette étape, nous avons opté
pour la technique de séquence a représentation réduite (RRBS). De nombreux génes ont
montré une altération dans la méthylation de I’ADN au niveau des régions
promotrices/1%exon. Parmi ces geénes, dix sont sélectionnés pour étre validés par des
méthodes alternatives. Ces genes pourraient représenter de nouveaux biomarqueurs/cibles
thérapeutiques pour le CEO. Ces données de méthylation incriminent la voie canonique
Wnt/B-caténine dans la régulation de méthylation de I’ADN induite par ’EMT. De plus,
I’inhibition de la voie Wnt ainsi que les partenaires d’interaction de LY75 identifiés par une
approche protéomique ont mis en évidence I’implication directe du récepteur LY 75 dans la

modulation de la signalisation Wnt/p-caténine dans les cellules du CEO.
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1.2 Abstract

Growing evidence demonstrates that epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays an
important role in epithelial ovarian cancer (EOC) progression and spreading; however, its
molecular mechanisms remain poorly defined. We have previously shown that the antigen
receptor LY75 can modulate EOC cell phenotype and metastatic potential, as LY 75 depletion
directed mesenchymal—epithelial transition (MET) in EOC cell lines with mesenchymal
phenotype. We used the LY75-mediated modulation of EMT as a model to investigate for
DNA methylation changes during EMT in EOC cells, by applying the reduced representation
bisulfite sequencing (RRBS) methodology. Numerous genes have displayed EMT-related
DNA methylation patterns alterations in their promoter/exon regions. Ten selected genes,
whose DNA methylation alterations were further confirmed by alternative methods, were
further identified, some of which could represent new EOC biomarkers/therapeutic targets.
Moreover, our methylation data were strongly indicative for the predominant implication of
the Wnt/B-catenin pathway in the EMT-induced DNA methylation variations in EOC cells.
Consecutive experiments, including alterations in the Wnt/B-catenin pathway activity in EOC
cells with a specific inhibitor and the identification of LY75-interacting partners by a
proteomic approach, were strongly indicative for the direct implication of the LY75 receptor

in modulating the Wnt/B-catenin signaling in EOC cells.
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1.3 Introduction

Epithelial ovarian cancer (EOC) accounts for 5% of all cancers in women and is the
leading cause of death from gynecologic malignancies [1,2]. Despite treatment
improvements, long-term survival rates for patients with advanced disease remain
disappointing [3]. EOC lethality primarily stems from the inability to detect the disease at an
early, organ-confined stage, and the lack of effective therapies for advanced-stage disease
(e.g., metastasis) [4]. Indeed, despite advances in cytotoxic therapies [5,6], only 30% of
patients with advanced-stage EOC survive 5 years after initial diagnosis. One way to resolve
this problem is to target metastasis-specific pathways with novel therapies. Hence, focused
identification of novel prometastatic EOC pathways and molecules could improve the
chances of discovering new and more effective EOC therapies [4].

Metastasis is a complex multistep process in the progression of cancer, causing
approximately 90% of all human cancer mortalities [7]. To colonize a distant secondary site,
cancer cells undergo epithelial-mesenchymal transition (EMT) characterized by the
suppression of epithelial markers E-cadherin and EpCAM and acquisition of migratory
capacity, pivotal for invasion and metastasis. Although EMT is clearly important to tumor
progression, it is inconsistent with the observation that metastatic lesions mostly exhibit
epithelial phenotypes, thus suggesting that mesenchymal—epithelial transition (MET) is
critical to the latter stages of metastasis [7]. EMT has emerged as a key regulator of various
biological processes implicated in embryogenesis, organ fibrosis, and cancer metastasis [8],
including EOC dissemination [9,10,11]; however, the molecular mechanisms sustaining this
process in EOC remain poorly defined. Both EMT and MET involve widespread
reprogramming of gene expression and as recently shown, epigenetic mechanisms, that
include post-translational histone modifications, noncoding RNAs (ncRNA), and DNA
methylation could play important roles in these processes [12,13,14].

We have previously shown that the antigen receptor LY75 (also known as
DEC205/CD205) can modulate EOC cell phenotype and metastatic potential [7]. Indeed,
LY75 depletion directed MET in EOC cell lines with mesenchymal-like phenotype (SKOV3
and TOV112), associated with the induction of the expression of the epithelial markers E-
cadherin, EpCAM, and EMP1 and loss of expression of the mesenchymal markers N-
cadherin, TWIST1, FN1, and SNAILL1 [7]. Moreover, re-expression of a ShRNA-resistant
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LY75 gene variant in the LY75 knockdown SKOV3 clones (SKOV3-shR) completely
restored the initial mesenchymal phenotype and re-established the SKOV3 parental pattern
of mesenchymal markers’ expression [7].

In the present study, we used the LY 75-mediated modulation of EMT in EOC cells as a
model to investigate DNA methylation changes during EMT in EOC cells. We applied the
reduced representation bisulfite sequencing (RRBS) approach, a bisulfite-based cost-
effective protocol that enriches CpG-dense regions of the genome, thus reducing the amount
of sequencing required, while capturing the majority of promoters and other relevant genomic
regions [15]. This approach led to the identification of numerous genes showing altered DNA
methylation patterns following LY75-mediated EMT alterations in SKOV3 cells. Some of
these genes could be implicated in EOC progression and/or could represent new EOC
therapeutic targets. Consecutive Ingenuity Pathway Analysis (IPA) of the methylation data
was strongly indicative for the predominant implication of the Wnt/B-catenin signaling
pathway in the EMT-induced DNA methylation variations in EOC cells mediated by the
LY75 expression changes. Consecutive experiments, including alterations in the Wnt/f-
catenin signaling activity in EOC cells with the use of a specific inhibitor, and the
identification of LY 75-interacting partners by a proteomic approach, were strongly indicative
for the direct role of LY75 in modulating the Wnt/B-catenin pathway activity in EOC cells.

1.4 Results

1.4.1 Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) Analysis of Altered DNA
Methylation Patterns during LY75-Mediated EMT in SKOV3 Cells; Identification of
Novel Genes Displaying EMT-Associated DNA Methylation Variations

We applied the RRBS technology in order to identify specific genomic regions that
undergo DNA methylation alterations during LY 75-mediated EMT in EOC cells. Thus, we
analyzed the DNA methylation patterns in previously generated SKOV3 cell clones with
mesenchymal (M) phenotype (sh-control-SKOV3, SKOV3-shR), as compared to SKOV3
cell clones displaying epithelial (E) phenotype (sh-LY75-SKOV3, LY75-KO-SKOV3), as
described before [7]; see also Table 1.1A for details. Three different experimental
comparison (SKOV3-M vs. SKOV3-E) combinations were used for RRBS analysis, as

shown in Table 1B.
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Table 1.1: Reduced representation bisulfite sequencing (RRBS) analysis of altered DNA methylation
patterns upon Ly75-mediated epithelial-mesenchymal transition (EMT) variations in SKOV3 cells.

A. Description of the SKOV3 clones used (as described in Ref. | Phenotype

14)
shC-S: control shRNA expressed in SKOV3 cells Mesenchymal (M)
sh-LY75-S: shRNA-mediated LY75-KD in SKOV3 cells Epithelial (E)

LY75-KO-S: CRISPR/Casd9-mediated Ly75 KO in SKOV3 cells | Epithelial (E)
LY75-shR-S: sh-resistant-Ly75 cDNA expressed in sh-LY75-S | Mesenchymal (M)
cells
B. Experimental comparison combinations used for RRBS | Number of differently methylated
analysis regions (hypo + hyper) identified in
exons and promoter regions of
different genes

shC-S vs sh-LY75-S (M vs E) 10722
LY75-R-S vs LY75-KO-S (M vs E) 11014
(mix: shC-S + LY75-R-S) vs (mix: sh-LY75-S + LY5-KO-S) 9105
(Mvs E)

Further analysis of the sequencing data based on differentially methylated regions
(DMRs) covering genes’ exons and promoter regions led to the identification of ~10,000
genes displaying DMRs for each of the three experimental combinations used (see Table
1.1B and Supplementary Table S1A-C). As shown in Figure 1.1A, consecutive Venn
diagram analysis of the DMRs data from the three experimental combinations revealed 6666
genes, displaying common altered DMRs in their exons/promoter regions, following LY75-
mediated EMT alterations in SKOV3 cells (see Supplementary Table S1D). Based on the
6666 gene list, we performed consecutive selections based on increasing-stringency criteria
in order to retain highly hyper- or hypomethylated genes with potential role in EMT-mediated
EOC dissemination (Figure 1.1B). Thus, we initially selected genes exhibiting more than
50% methylation in their exons/promoter regions (4171 genes), then we focused on genes
displaying predominant methylation alterations in a region comprising 2 kb upstream and
downstream from the transcription start site (TSS; 971 genes). Using the Integrative Genomic
Viewer (IGV) software, we further selected genes with high degree (=70%) of CpG island
methylation at their promoter/exon I regions (97 genes), and finally retained 45 genes, shown
previously to be implicated in cancer-related EMT signaling (see Supplementary Table
S1E for the 45-gene list). Bisulfite-sequencing PCR (BSP) validation of DNA methylation
status of most of the 45 genes, combined in parallel with analysis of their MRNA and protein
expression levels, led to final selection of 10 genes, including HOOK1, RAMP1, JMJDS8,
and WNT3, hypermethylated in SKOV3-E cells, and CEND1, EVX2, CLDN5, APC2,
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IFFO1, and KLF4, hypomethylated in SKOV3-E cells (see Supplementary Table S1E for
details). Figure 1.2A shows the BSP-mediated confirmation of the methylation status of these
genes, which precisely correlated with both their mMRNA (Figure 1.2B) and protein (Figure

1.2C) expression values in the corresponding SKOV3 cell clones.

[ 6666 } Genes displaying common DMRs in their
shC-Svs sh-LY75-8 exons/promoter regions
\ 4171 Genes exhibiting more than 50% methylation

in their exons + promoter regions

Containing DMRs in a region comprising 2kb up-
/ stream and downstream fromthe TSS

Displaying high degree (>70%) of methylation in
their promoter/exon | regions

Implicated in cancer-related EMT signaling

Figure 1. 1: RRBS analysis of genes displaying common differentially methylated regions (DMRS)
in their exons and promoter regions.

(A) Venn diagram analysis of the three different comparison (M vs. E) experimental combinations

used for RRBS analysis (see Table 1B for details); (B) A funnel plot indicating the selection criteria

for the genes retained for further analyses, exhibiting a high degree of methylation in their promoter

regions and implicated in cancer-related EMT signaling.
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Figure 1. 2 : Validation of methylation status and the corresponding expression levels of the ten
RRBS-retained genes in the SKOV3-LY75-related EMT model.

(A) Bisulfite-sequencing PCR (BSP) analysis of the methylation status of selected genes in the
SKOV3-M (sh-control) and the SKOV3-E (sh3-8 clone). Filled circles represent methylated CpGs
and open circles represent unmethylated CpGs. The indicated positions on the CpG plots represent
the number of nucleotides stretching upstream (+) and downstream (—) of the transcription initiation
(ATG) codon for each gene analyzed. (B) Quantitative PCR analysis of the mMRNA expression profiles
of the ten selected genes in SKOV3-M and SKOV3-E cells. In all analyses, mRNA levels were
displayed as relative to their expression levels in SKOV3-M cells and normalized to the ribosomal
18S (control) gene expression. Error bars represent SD; * p < 0.05. (C) Western blot analysis of the
protein expression levels of the 10 selected genes in SKOV3-M and SKOV3-E cells. B-Actin was
used as a loading control.

These data were further confirmed upon performing shRNA-mediated LY75
knockdown in the serous EOC cell line OVCARS, which also exhibits a mesenchymal-like
phenotype. Indeed, the ShRNA-mediated LY75 knockdown OVCARS clones sh-63 and sh-
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64 displayed a typical epithelial morphology (see Supplementary Figure 1.S1A),
accompanied with the overexpression of E-cadherin, and the suppression of N-cadherin,
TWIST1, and SNAIL1 (Supplementary Figure 1.S1B). As shown in Supplementary Figure
S1C, the protein expression profiles of the 10 genes described above displayed quite similar
expression patterns in OVCAR8-M (control) and OVCARS-E (sh-63) cells as those found in
SKOV3-E or SKOV3-M cells (see Figure 1.2C for comparison).

A. LY75-KD +++ Epithelial
o
OVCARS-M OVCARS-E (sh-63) OVCARB-E (sh-64)
B C.
EMT markers Hypermethylated in OVCARS-E  Hypomethylated in OVCARS-E
205 @ Ly75 oo | oo 15K, i Cend
115K | g D gy E-C2 34K»- B o 55K- ~7”~ KIf4
: B .. 23K- . ' Cldn5
v [T e s [ - o o -
20k W Dot = e -vaz
.
sar Y s — zaow [ o2
37K- ’ i —
37« (D o-2ctin |- Bt SOK- S (1101
OVCARS-M OVCARS-E i
OVCARS-M c:;ggns;sm 37;@-’ p-actin
OVCARS-M OVCARS-E

Supplementary figure 1. S 1:A. Representative phase-contrast images of OVCARS8-M cells (sh-
control) and OVCARS-E cells (LY75-KD clones: sh-63 and sh-64). B. Western blot analysis of the
protein expression levels of different EMT markers in OVCAR8-M and OVCARS-E cells. C.
Western blot analysis of the protein expression levels of the ten RRBS-selected genes in OVCARS-
M and OVCARS-E cells. B-actin was used as a loading control.

1.4.2 LY75-Mediated EMT Alterations in EOC Cells are Associated with
Predominant Epigenetic Regulation of Members of the Wnt/B-Catenin Pathway

We further analyzed the 6666 genes displaying common DNA methylation alterations
in their exons/promoter regions upon LY 75-mediated EMT by using the Ingenuity Pathways
Analysis (IPA) software to identify relevant biological pathways and networks. As shown
in Figure 1.3A, IPA analysis was indicative for EMT-related epigenetic alterations of
functionally related groups, mostly linked to cellular development, cellular growth and
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proliferation, cellular movement, cellular function and maintenance, and importantly -
cellular morphology. As expected, consecutive IPA canonical pathway analysis displayed
predominant modulation of EMT-pathway-related genes and genes implicated in ovarian
cancer signaling, as genes related to other major EMT-related pathways (including the
Whnt/B-catenin, the Wnt/Ca2+, and the TGF-p pathways) similarly exhibited significant DNA
methylation alterations (see Figure 1.3B and Table 1.A1).
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Figure 1. 3 : Ingenuity pathways analysis (IPA) of the 6666 common hyper- and hypomethylated
genes in SKOV3-E cells.

(A) Functional analysis for a dataset of the common hyper- and hypomethylated genes. Top functions
that meet a Bonferroni-Holm multiple testing correction p-value of 0.05 are displayed. (B) List of
selected canonical pathways that were significantly altered in SKOV3-E cells. Top functions that
meet a Bonferroni-Holm multiple testing correction p-value of 0.05 are displayed. (C) Venn diagram
analysis displaying common genes between the EMT, Wnt/p-catenin, and TGF-f signaling pathways,
as derived from the IPA canonical pathways analysis.
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Remarkably, and as shown in Table 1.Al, the number of Wnt/B-catenin-pathway-
related genes with altered DMRs (69 genes) was significantly higher, compared to the TGF-
[B-pathway-related genes (39 genes). This was further supported by the number of the
common genes shared between the EMT and Wnt/B-catenin pathways (27 genes) compared
to those of the EMT/TGF-B pathways (five genes; see Figure 1.3C and Table 1.Al),
suggesting that the Wnt/B-catenin signaling might be the predominant pathway modulated
by the LY75-mediated EMT alterations in EOC cells.

1.4.3. LY75 Expression Modulates the Wnt/p-Catenin Pathway Activity in EOC Cells
The above IPA analyses prompted us to more profoundly investigate the relative
implications of the Wnt/B-catenin and the TGF-B signaling pathways during the LY75-
mediated EMT alterations in EOC cells. As shown in Figure 1.4A, treatment of SKOV3-M
and OVCARS8-M (parental) cells with the Wnt/B-catenin inhibitor XAV939 led to the
acquirement of epithelial-like cellular phenotype, while treatment with the TGF- inhibitor
SB431542 had no effect on SKOV3-M and OVCARS8-M cellular morphologies. XAV939
treatment resulted in N-cadherin protein suppression and E-cadherin protein overexpression
in SKOV3-M and OVCAS8-M cells, similar to the LY75 KD effect in these cell lines (Figure
1.4B). Moreover, XAV939 treatment in both these cell lines was also associated with
decreased levels of B-catenin, while members of the TGF-p pathway, including TGF-BRII
and the phosphorylated form of Smad2/3 (pSmad2/3) were not affected (Figure 1.4B).
Interestingly, XAV939 treatment resulted in reduced LY75 expression in EOC cells,
suggestive for a possible feed-back mechanism between Wnt/B-catenin signaling and LY75
functional activity (Figure 1.4B). The use of the TGF-B inhibitor SB431542 was only
associated with pSmad2/3 suppression, especially in SKOV3-M cells; however, this inhibitor
induced no changes in the N-cadherin and E-cadherin expression levels in both EOC cell
lines, despite a prolonged (5 days) treatment (Figure 1.4B). The impact of the LY75 gene
expression on the Wnt/p-catenin pathway was further confirmed by Western blot analysis of
the expression levels of some of its members and regulatory proteins. Thus, LY75 KD in
both SKOV3 and OVCARS cells was associated with decreased p-catenin and Wnt3
expression and strong induction of the expression of Axinl and APC2, both previously

characterized as members of the suppressor complex of the Wnt/p-catenin pathway ([16];
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see Figure 1.4C). This was also confirmed by immunofluorescence analysis of Axinl and
APC2 expression in the SKOV3-E cells and high expression and nuclear localization of 3-
catenin in the SKOV3-M (control) cells (Supplementary Figure 1.S2).

SKOV3-M

OMSO (0.1%) XAVI39 (20uM) SB431542 (20pM)

DMSO (0.1%) + - - ¥ a0 @
$B431542(20uM) + + 240K '- Apc

o e S
o

w«—-uw

37K- g

SKOV3-M SKOV3-E umse

SKOV3-M  OVCARSM

Figure 1. 4: (A) Representative images of SKOV3-M and OVCARS8-M (parental) cells upon
XAV939, SB431542, or DMSO (control) treatment. (B) Western blot analysis of Ly75, B-catenin,
TGF-B-RII, p-Smad2/3, E-cadherin, and N-cadherin expression levels in SKOV3-M and OVCARS-
M cells upon treatment with the Wnt/p catenin inhibitor XAV939, the TGF-f inhibitor SB431542,
and DMSO (control treatment). (C) Western blot analysis of the expression levels of different
members (B-catenin, Axinl, Apc2, and Wnt3) of the Wnt/B catenin pathway in SKOV3-M, SKOV3-
E, OVCARS8-M, and OVCARS-E cells. p-Actin was used as a loading control.
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Supplementary figure 1. S 2 : Immunofluorescence analysis of Axinl, Apc2, B-catenin and Ly75
expression and localization in SKOV3-M and SKOV3-E cells.

Moreover, analysis of the TCGA data for ovarian cancer via the cBioPortal software
(https://www.chioportal.org/) was indicative for significant LY 75 co-expression correlations
(p < 0.05) with 5046 genes (Supplementary Table S2A), including most (64) of the Wnt/f-
catenin pathway gene members (Supplementary Table 1.52B).

1.4.4 The Identification of Specific LY75-Interaction Proteins Supports the LY75 Role
in Modulation of Wnt/g-Catenin Pathway Activity

We further proceeded with the identification of LY 75-interaction proteins, as whole cell
lysates of SKOV3-M (parental) cells and Ly75 KD SKOV3-E cells were anti-LY75
immunoprecipitated using streptavidin beads, and the resulting peptides were analyzed by
liquid chromatography—mass spectrometry (LC-MS/MS). Alternatively, and following the
repetition of the same experimental procedure, immunoprecipitated proteins were separated
by electrophoresis and specific bands (present in the SKOV3-M fraction and absent in the
SKOV3-E fraction) were gel-eluted and subjected to LC-MS/MS (Figure 1.5A). Venn
diagram analysis of the common immunoprecipitated proteins in SKOV3-M (beads) and
SKOV3-M (gel), as compared to those in SKOV3-E cells (beads), led to the identification of
23 LY75 specific interaction partners (Figure 1.5B and Table 1.2). As shown in Table 1.2,
most LY75 interacting partners (including ACTN4, DNM2, KRT7, KRT8, KRT18, KRT19,
SPTAN1, PLEC) were previously known to be involved in actin cytoskeleton remodeling
and/or cell trafficking. Importantly, three of the newly identified LY75 partners (DSP,
AHNAK, and SPTBN1) were formerly characterized as repressors of the Wnt/B-catenin
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pathway [17,18,19]. Moreover, immunofluorescence analysis was confirmative of cellular
membrane and cytoplasmic co-localization of LY75 and DSP (Figure 5C).
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Figure 1. 5 : Identification of LY75 interaction partners.

(A) Gel electrophoresis (Coomassie blue-stained) of anti-LY 75 immunoprecipitated protein fractions
in SKOV3-E and SKOV-M cells. Bands of interest are indicated by arrows. (B) Venn diagram
analysis of LY75-interaction proteins identified by LC-MS-MS in SKOV3-M cells, either eluted
directly from beads (SKOV3-M beads), or gel-extracted (SKOV3-M gel), compared to nonspecific
LY75 interaction proteins extracted from the SKOV3-E (LY75 KD) cells. (C) Immunofluorescence
analysis of LY75 and DSP cellular co-localization in SKOV3-M and OVCARS-M cells. The green
label is also indicative for a specific nuclear localization of LY75 in both epithelial ovarian cancer
(EOC) cell lines. (D) Immunofluorescence analysis of LY75 and fibrillarin nucleolar co-localization
in SKOV3-M and OVCARS-M cells.
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Table 1. 2: Ly75 partners identified by the immunoprecipitation experiments.

Ly75 partners identified by Scaffold M Weight
AHNAK: Neuroblast differentiation-associated protein 629 kDa
PLEC: Isoform 4 of Plectin 516 kDa
DSP: Desmoplakin 332 kDa
SPTANI1: Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 285 kDa
SPTBNI1: Spectrin beta chain 275 kDa
CAD protein 243 kDa
RRBP1: Ribosome-binding protein 1 152 kDa
ACTN4: Alpha-actinin-4 105 kDa
MVP: Major vault protein 99 kDa
DNM2: Isoform 2 of Dynamin-2 98 kDa
HSD17B4: Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 80 kDa
HNRNPM: Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 78 kDa
LMNA: Prelamin-A/C 74 kDa
PABPC1: Polyadenylate-binding protein 1 71 kDa
SEPT9: Septin-9 65 kDa
KRTS8: Keratin, type Il cytoskeletal 8 54 kDa
SPATS2L.: Isoform 2 of SPATS2-like protein 54 kDa
KRT?7: Keratin, type Il cytoskeletal 7 51 kDa
KRT18: Keratin, type I cytoskeletal 18 48 kDa
KHDRBS1: KH domain-containing, RNA-binding, signal

transduction-associated protein 1 (8 kDa
KRT19: Keratin, type I cytoskeletal 19 44 kDa
RPL6: 60S ribosomal protein L6 33 kDa

Interestingly, seven nucleolar proteins (including RRBP1, MVP, HSD17B4, HNRNPM,
LMNA, KHDRBS1, and RPL6) were among the proteins identified as LY75 interacting
partners (1.Table 2), suggesting for a possible LY 75 nucleolar localization. This was further
confirmed by immunofluorescence-mediated co-localization analysis of LY75 and the

nucleolar protein fibrillarin (Figure 1.5D).

1.5 Discussion

Numerous studies have previously suggested that EMT induction in cancer is
accompanied by a dynamic reprogramming of the epigenome, including DNA methylation
alterations, aberrant expression of noncoding RNAs, and post-translational histone

modifications. EMT-related epigenetic changes have been described in many cancer types,
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including EOC [11]; however, the implications of the different epigenetic regulatory
mechanisms in EMT-mediated cancer initiation and progression remain largely unexplored
[12].

Using an epigenomic approach (methylated DNA immunoprecipitation coupled to CpG
island tiling arrays), we have previously shown that DNA hypermethylation occurs in all
(comprising less-invasive and early) stages of ovarian tumorigenesis, while advanced disease
is exclusively associated with DNA hypomethylation of a number of oncogenes, implicated
in EOC progression and invasion/metastasis [20], including genes (LY75, GRHL2, Hic-5,
and RUNX1), implicated in EMT regulation [7,21,22,23,24]. In this study, we used the
RRBS technology for a comprehensive analysis of DNA methylation changes during LY75-
mediated EMT alterations in EOC cells. We initially compared the DNA methylation patterns
of SKOV3 control (SKOV3-M) versus LY75-KD SKOV3 (SKOV3-E) cells, using three
different experimental combinations, as shown in Table1.1B. In each experimental condition,
more than 10,000 genes displayed DMRs in their exons and promoter regions, as 6666
common genes were identified under these selection criteria as hypo- or hypermethylated in
the SKOV3-E clones (Figure 1.1A). Based on the 6666 gene list, we further proceeded with
a more stringent selection of genes displaying rather high degree (>70%) of methylation in
their promoter/exon | regions and previously shown to be implicated in cancer-related EMT
signaling. Our stringent selection retained 45 genes (see Supplementary Table S1E), as the
DNA methylation status of the promoter regions of most of these genes was further validated
by an alternative approach (BSP sequencing). Ten genes were finally selected, whose
promoter/exon I DNA methylation patterns completely coincided with their mRNA and
protein expression levels. Indeed, HOOK1, RAMP2, JMJD8, and WNT3 appeared
hypomethylated and overexpressed (both on mRNA and protein levels) in SKOV3-M cells,
whereas EVX2 CLDN5, KLF4, APC2, CEND1, and IFFO1 demonstrated hypomethylated
profiles and strong mRNA/protein expression in SKOV3-E cells. These 10 genes also
displayed quite similar mRNA and protein expression patterns in OVCAR8-M and
OVCARS-E cells (the latter generated upon shRNA-mediated LY75 KD in OVCARS8 EOC
cells; see Supplementary Figure 1.S1A-C). Consecutive analysis of the literature data was
indicative for their involvement in carcinogenesis, as some of these genes displayed altered

DNA methylation profiles in different cancers. Accordingly, Hookl (Hook microtubule

93



tethering proteinl) represents a microtubule-binding protein involved in microtubule
cytoskeleton dynamics, endocytic trafficking, and cell differentiation [25]. It was recently
reported that Hookl inhibits malignancy and EMT in several cancer types, including
hepatocellular carcinoma, thyroid cancer and non-small-cell lung cancer [26,27,28]. Ramp2
(receptor activity-modifying protein-2) encodes a family member of single-transmembrane-
domain proteins called RAMPs, which transport the calcitonin-receptor-like receptor to the
plasma membrane. A specific combination of RAMP members and calcitonin-receptor-like
receptor defines Ramp2 ligand affinity for either calcitonin or adrenomedullin [29]. A dual
role of Ramp2 has been described in different cancer types; thus Ramp2 and its ligand
adrenomedullin were shown to be overexpressed and to promote vascularization and
metastasis in human colon cancer [30], while RAMP2 expression has been suppressed by
promoter hypermethylation in lung cancer, and ectopic expression of RAMP2 directed
apoptosis and inhibited lung cancer cell growth [31]. Similarly, the literature data for Jm;jd8
implication in carcinogenesis are rather controversial. Jnjd8 belongs to the family of JmjC
domain-redox enzymes that catalyze protein hydroxylation or demethylation [32], as a role
of Jmjd8 in regulating cellular metabolism and angiogenesis has been recently reported [33].
An oncogenic role of Jmjd8 as a positive regulator of TNF-induced NF-kB signaling in
colorectal cancer has been described [34,35]; however, a recent study demonstrated that
JMJD8 knockdown promotes cell proliferation and double-strand base (DSB) repair in lung
and bone cancer cells, suggesting that Jmjd8 could represent a potential target for more
effective tumor radio- and chemotherapies [36]. As a member of Wnt/B-catenin family, an
oncogenic role for Wnt3 has been reported in different cancer types, including colorectal,
gastric, breast, liver, and lung cancer [37,38,39,40,41]; yet a potential tumor-suppressor role
for Wnt3 has been described in chronic lymphocytic leukemia, where decreased Wnt3
expression is associated with disease progression and worse prognosis [42]. Interestingly,
Wnt3 levels were found to be strongly reduced in malignant ovarian tissues compared to
normal ovarian tissues [43]. EVX2 (even-skipped homeobox 2) was previously shown to be
implicated in vertebrate spinal cord interneuron development [44]. This gene was found
highly methylated in lung cancer, where a role for EVX2 as a methylation biomarker for
early detection of the disease has been suggested [45]. Claudin5 (CLDN5) is a member of
claudin gene family encoding proteins implicated in tight junction formation and function
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[46]. Cldn5 expression is frequently altered in different human cancers, as CLDN5 gene was
found to be downregulated in colorectal, liver, lung cancer and glioma [47,48,49,50],
suggestive for a potential tumor-suppressor role of CLDNS5 in these cancer types. However,
CLDNS5 has been described as an oncogene in breast, pancreatic, and esophageal cancers
[51,52,53]. CLDN5 was also found to be highly expressed in malignant EOC tumors
compared to benign EOC tumors [54]. Moreover, Cldn5 overexpression correlated with
aggressive behavior in serous ovarian adenocarcinoma [55] and was shown to be involved in
the malignant transformation of borderline mucinous EOC tumors [56]. Interestingly,
CLDNS5 was also found to be aberrantly methylated in pancreatic ductal adenocarcinomas
[57]. KIf4 (Krippel-like factor 4) is a zinc-finger-containing transcription factor implicated
in regulating cellular growth, proliferation, differentiation, apoptosis, and cell cycle arrest
[58]. Recently, a role of KLF4 was reported in inducing pluripotent stem cells and also
maintaining the stemness of cancer stem cells [59]. Thus, KLF4 can act as a tumor suppressor
or oncogene in different cancer types, largely depending on the cellular context, chromatin
structure, cell cycle regulation, and expression patterns of other genes, including specific
oncogenic drivers [60]. KLF4 expression was also shown to be frequently mediated through
epigenetic or post-transcriptional mechanisms [61]. Moreover, a controversial role of KLF4
in regulating EMT in gastrointestinal cancer has been described [62,63], as currently, the
mechanisms underlying its controversial role in this cancer type remain undefined. KLF4 has
been characterized as a tumor-suppressor in EOC, as KLF4 downregulation correlated with
accelerated EOC proliferation, invasion, and migration and poor patient survival [64,65].
Accordingly, the KLF4 overexpression significantly reduced the metastatic potential of EOC
cells by inhibiting the TGFp-induced EMT [66] and sensitized EOC cells to chemotherapy
drugs [65]. Apc2 (adenomatous polyposis coli 2) promotes the assembly of a multiprotein -
catenin destruction complex which results in negative regulation of the Wnt/B-catenin
signaling pathway [67]. This protein functions as a tumor suppressor in different cancer
types, including prostate, colorectal, and lung cancers, osteosarcoma, retinoblastoma, and
glioma [68,69,70,71,72,73], where the APC2 gene expression was frequently found to be
inhibited by hypermethylation [72,74,75]. Similarly, a critical role of APC2 in suppressing
EOC progression has been demonstrated [76], as APC2 silencing promoted EOC cell
proliferation [77] and was associated with decreased overall survival in EOC patients
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following intraperitoneal chemotherapy [78]. CEND1 (cell cycle exit and neuronal
differentiation protein 1) plays an important role in neuronal differentiation by modulating
cell cycle progression/exit or apoptosis of neuronal progenitors [79]. CEND1 was shown to
suppress cell proliferation via modulating the cyclin D1 pathway, which is linked to its
potential tumor suppressor functions, associated with proliferation inhibition of
neuroblastoma cells [80]. CEND1 was found to be epigenetically suppressed by methylation
in invasive breast carcinoma, also suggestive for a potential tumor suppressor role in this
cancer type [81]. IFFO1 (intermediate filament family orphan 1) is a member of the
intermediate filament family which includes essential components of the cyto- and
nucleoskeleton [82]. Recently, a potential role of IFFO1 in suppressing chromosome
translocations during tumorigenesis has been discovered [83]. IFFO1 was reported to be
downregulated by promoter methylation in different cancer types [83]. Accordingly, we and
others have identified IFFO1 as a highly methylated gene in EOC [20,84], as the IFFO1
methylation has been proposed as EOC biomarker [84].

All the above described genes, epigenetically modulated during EMT in EOC cells,
could represent potential prognostic/diagnostic EOC biomarkers. Further studies are
warranted to more completely elucidate the functional implications of these 10 genes in
ovarian tumorigenesis.

Moreover, our results suggest that Wnt/B-catenin pathway is the principal EMT-related
pathway modulated by LY75 expression in EOC cells. In silico analysis of the TCGA data
for ovarian cancer was also confirmative for the role of LY75 in modulating the Wnt/j-
catenin pathway activity in EOC. Deregulations of the Wnt/p-catenin signaling pathway have
been associated with the etiology of different human cancers, including colorectal, prostate,
breast and skin cancers [85,86,87,88]. Accordingly, the Wnt/B-catenin signaling has been
shown to play critical role in EOC development, including EOC stemness, EMT, progression
to malignancy, and therapy resistance (recently reviewed in [89,90]). The B-catenin is the
key mediator of this pathway, as in the presence of Wnt ligands, the Frizzled and LRP5/6
receptors prevent the formation of the destruction Axin/Apc2/Gskp complex, allowing the
stabilized pB-catenin to translocate to the nucleus and to interact with the TCF/LEF
transcription factors, thus modulating the transcription of Wnt downstream target genes,
many of which regulate EMT, invasion, and metastasis [89].
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The IPA canonical pathway analysis of the 6666-gene list displaying common altered
DMRs in their exons/promoter regions upon LY75 KD in SKOV3 cells was strongly
indicative for the implication of the Wnt/B-catenin pathway in the EMT-associated DNA
methylation variations in this EOC cell line (see Figure 1.3B and Table 1.Al). This was
further confirmed following treatment of EOC cells with the Wnt/B-catenin inhibitor
XAV939, as XAV939 treatment induced MET-related phenotype changes in SKOV3-M and
OVCARS8-M cells (similar to the LY75-KD effect; see Figure 1.4A), accompanied with
suppression of the B-catenin and N-cadherin expression (see Figure 1.4B). Analogous
changes in cells morphology and f-catenin and N/E cadherin switching were not observed
following treatment with TGF-B inhibitor SB431542 (Figure 1.4B). Consecutive
immunofluorescence analyses were also indicative for abundant expression and importantly,
nuclear localization of p-catenin in SKOV3-M cells, while a rather weak
cytomembrane/cytoplasmic p-catenin expression was observed in SKOV3-E cells,
accompanied with strong Axin 1 and Apc2 expression (see Supplementary Figure 1.S2).

Furthermore, our proteomics approach led to the identification of 23 LY75 interaction
partners mostly involved in actin cytoskeleton organization and/or in cell-cell interactions,
which confirms the implication of LY75 in modulating the EOC cellular phenotype
(see Figure 5A). Interestingly, three LY75 interaction partners, including spectrin beta chain
(SPTBN1), desmoplakin (DSP) and neuroblast differentiation-associated protein (AHNAK)
were previously shown to be associated with suppression of the Wnt/B-catenin signaling.
Indeed, SPTBN1 has been found to potentiate the expression of the Wnt inhibitor kallistatin
in liver cancer [19]. Similarly, DSP was shown to enhance the expression of plakoglobin
(also known as y-catenin) in human lung cancer, which is associated with the suppression of
B-catenin [17]. AHNAK has been described as a tumor suppressor in breast cancer that
negatively regulates both the AKT/MAPK and Wnt/B-catenin signaling pathways [18]. Thus,
our data suggest a possible role of LY75 in maintaining active Wnt/B-catenin signaling in
EOC cells by sequestering some of its inhibitors.

Remarkably, seven of the LY75 interaction partners identified were previously
recognized as nucleolar proteins [91], and further co-localization immunofluorescence
analysis of LY75 and the nucleolar protein fibrillarin was confirmative for a possible LY75
nucleolar localization in EOC cells. Thus, our data suggest a putative LY75 implication in
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some of the nucleolus functions that mainly include transcription regulation, rRNAS
processing, and their subsequent assembly into ribosomal subunits. However, further studies
are needed to understand the exact role of LY75 in the nucleolus.

In conclusion, we have shown that LY75-modulated EMT changes directed numerous
DNA methylation alterations in EOC cells, as our experimental conditions resulted in the
identification of 6666 genes displaying common altered DMRs in their exons/promoter
regions. Ten genes were consecutively identified with significant methylation alterations in
their promoter regions, which corresponded with their expression levels in EOC cells,
suggesting their further investigation as potential EOC biomarkers/therapeutic targets.
Moreover, LY75-mediated EMT alterations in EOC cells were predominantly associated
with epigenetic regulation of members of the Wnt/B-catenin pathway. We further
demonstrated that LY 75 supports an active status of the Wnt/B-catenin pathway in EOC cells,
while the LY75 depletion predominantly directs the pathway suppression. Though, a possible
back-loop regulation of the LY75 expression via the Wnt/B-catenin signaling cannot be
excluded. Our data are also indicative for a possible LY 75 nucleolar localization; however,
the role of LY75 in the nucleolus needs to be further elucidated.

A comprehensive understanding of molecular processes and the chronology of events
between DNA methylation and the signaling pathways triggering EMT in EOC could arrange
for the development of more effective (including epigenetic) treatment strategies for this

deadly disease.

1.6 Materials and Methods

1.6.1 Cell Cultures

The SKOV3 and OVCARS8 EOC cell lines were purchased from American Tissue Type
Collection (Manassas, VA, USA). Cells were maintained in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (Hyclone, Logan, UT, USA) and cultured
in a humidified incubator with 5% COzat 37 °C as previously described [7]. In some
experimental conditions, SKOV3 and OVCARS cells were treated for 24 h with the Wnt/p-
catenin inhibitor XAV939 (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) and for 5 days with the
TGF-p inhibitor SB431542 (Reagents Direct, Encinitas, CA, USA), as both inhibitors were
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applied at a final concentration of 20 uM. The corresponding SKOV3 and OVCARS control
cells were treated with 0.1% DMSO.

1.6.2 Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) Analysis

For RRBS analysis, ~10 pg of genomic DNA was extracted from different SKOV3-M
and SKOV3-E clones using the Blood & Cell culture DNA Mini Kit (Qiagen, Montreal, PQ,
Canada). RRBS analysis was performed on a service basis by the company Diagenode Inc.

(https://www.diagenode.com/en/p/rrbs-service). The comparisons between the RRBS

datasets were carried out using the R package methylKit, using the hg19 refGene and CpG

island annotation from the UCSC GenomeBrowser database (http://genome.ucsc.edu).

Differentially methylated CpGs, as well as differentially methylated regions (DMRSs) were
identified with a >25% methylation difference and an adjusted p-value < 0.05 (the latter with
a window size of 1000 bp, since this has been found to include the majority of DMRs [92]).
The DMRs were annotated using the UCSC RefSeq tracks (hg19) to further analyze CpG
sites included in genes’ exons and promoter regions (window size of 25 bp; promoter regions
spanning around 2 kb upstream and downstream of the transcriptional start site). All RRBS
sequencing and processed data were deposited in the Gene Expression Omnibus (GEO) with
accession number GSE142310.

1.6.3 Bisulfite Sequencing PCR (BSP) Analysis

BSP analysis was performed, as previously described [20]. BSP primer selection was
performed using the Methyl Primer Express Software v1.0 (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA); all primers are listed in Table 1.A3. PCR was done for 40 cycles (94 °C, 45 s;
54-60 °C, 45 s; 72 °C, 45 s), as shown before [20]. PCR products were sent for dideoxy-
sequencing analysis at the Genomics Analysis Platform at Laval University

(http://www.bioinfo.ulaval.ca/seg/en/).

1.6.4 Short Hairpin RNA (shRNA)- ediated LY 75 Knockdown in EOC Cells

The shRNA-mediated LY75 knockdown in EOC cells was done, as previously
described [7]. Briefly, two LY 75 shRNAs cloned into the pLKO.1-puro vector (targeting the
LY75 mRNA  sequences 5-GCCCUAAUACUCAACCUCCAA-3" and 5'-
UCCCGTCUUACAUAUUCAUCAA-3") were retrieved from the Sigma Mission TRC
human 1.5 shRNA library (clone numbers TRCN0000057363 and TRCNO0000057364). Viral
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supernatants were generated by transfecting 293T cells with the sShRNA constructs and the
packaging vectors psPAX2 and pMD2.G (Addgene, Cambridge, MA, USA). The high-titer
lentiviral supernatants in the presence of 8 pg/mL polybrene were used to infect SKOV3 and
OVCARS cells. Two days later, infected cells were treated with puromycin (2 pg/mL) for
the selection of stably-transduced clones. The pLKO.1-puro vector encoding a scramble
sequence not matching any mammalian sequence was used for the generation of mock-
transduced (control) clones. Stable clones with inhibited LY75 expression were evaluated
and validated by quantitative RT-PCR and Western blot.

1.6.5 Western Blot Analysis

Western blot analyses were performed as previously described [7]. List of antibodies
used: anti-LY75 (Abcam, Branford, CT, USA and Santa Cruz Biotechnology Dallas, TX,
USA), anti-Snaill, anti-FN1, anti-E-cad, anti-EpCAM, anti-AXIN1, anti-WNT3, anti-
EVX2, anti-IFFO1, anti-CLDNS5, anti-HOOKZ1, anti-JMJD8, anti-RAMP2, anti-KLF-4, anti-
B-actin antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) and anti-Twistl, anti-E-
cadherin, anti-N-cadherin, anti-APC2, and anti-Cendl antibodies (Abcam Branford, CT,
USA).

1.6.6 Quantitative PCR (qPCR)

Quantitative PCR was performed as previously described [7]. Briefly, total RNA was
extracted by the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Montreal, PQ, Canada) and RNA was
reverse transcribed into cDNA using Superscript Il transcriptase, according to the
manufacturer’s protocol (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). RT-
gPCR was performed using the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific Waltham, MA, USA) on ROTOR GENE real-time PCR machine (Corbett
research, Corbett Robotics, Brisbane, Australia). Relative quantification of RNA expression
was calculated using the 27249 method [93]. The 18S ribosomal gene was used as an internal
standard. Each sample was tested in triplicate. Primers were designed as previously shown
[7]; all primers for gPCR are listed in Table 1.A2.

1.6.7 Immunoprecipitation and Consecutive Mass Spectrometry (MS) Analysis
For immunoprecipitation, SKOV3-M and SKOV3-E cells were lysed in 1 mL cell RIPA
lysis buffer. Following lysis, 500 pg of proteins were incubated with 2 pug of the LY75
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antibody (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) for 4 h at room temperature and
overnight at 4 °C upon gentle rotation, before being incubated with 40 uL Dynabeads Protein
G (Invitrogen, Waltham, MA, USA) at 4 °C for 2 h under rotation. Beads were digested with
trypsin and the resulting peptides were analyzed by LC-MS/MS. The same
Immunoprecipitation experiment was repeated once again; however, this time the beads were
consecutively resuspended in 40 pL SDS sample buffer and boiled for 10 min; the
supernatant was analyzed by electrophoresis and stained by Coomassie blue. Gel bands of
interest of the SKOV3-M peptide fraction were digested with trypsin, and the resulting
peptides were analyzed by LC-MS/MS. Protein digestion and MS analyses were performed
at the Proteomics Platform of the CHU de Québec Research Center (Quebec, PQ, Canada),
using the Ekspert NanoLC425 HPLC system (Eksigent technologies Dublin, CA, USA)
coupled to a 5600+ mass spectrometer (Sciex, Framingham, MA, USA) equipped with a
nanoelectrospray ion source, as previously described [94]. MGF peak list files were
consecutively created using Protein Pilot version 4.5 software (Sciex, Framingham, MA,
USA). MGF sample files were then analyzed using Mascot (Matrix Science, London, UK;
version 2.5.1). Mascot was set up to search the contaminants_thegpm_20170713.fasta;
CP_HomoSapiens_9606_CIl 20170329 2 database (unknown version, 92,988 entries)
assuming the digestion enzyme trypsin. Mascot was searched with a fragment ion mass
tolerance of 0.100 Da and a parent ion tolerance of 0.100 Da. Carbamidomethyl of cysteine
was specified in Mascot as a fixed modification. Deamidated of asparagine and glutamine
and oxidation of methionine were specified in Mascot as variable modifications. Scaffold
software (version Scaffold_4.8.4, Proteome Software Inc., Portland, OR, USA) was used to
validate MS/MS-based peptide and protein identifications. An FDR less than 1.0% for
peptide and protein was used. Proteins that contained similar peptides and could not be
differentiated based on MS/MS analysis alone were grouped to satisfy the principles of

parsimony.

1.6.8 Immunofluorescence

Cells were plated on poly-D-lysine coated slides (Sigma Aldrich Oakville, ON, Canada),
then fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized with 1 x PBS-0.2% Triton X-100.
After blocking, cells were incubated with different primary antibodies, including anti-p-
catenin (Santa-Cruz Biotechnology Dallas, TX, USA), anti-LY75 (Santa-Cruz
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Biotechnology Dallas, TX, USA and Abcam, Branford, CT, USA), anti-APC2 (Abcam,
Branford, CT, USA), anti-Axinl (Santa-Cruz Biotechnology Dallas, TX, USA), and anti-
DSP (Santa-Cruz Biotechnology Dallas, TX, USA), and subsequently incubated with
secondary antibodies, including rhodamine-linked goat-anti-mouse 1gG1 (Santa Cruz
Biotechnology Dallas, TX, USA) or Alexa Fluor 488-labeled goat anti-rabbit antibody
(Abcam, Branford, CT, USA). Cells were finally stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). Images were captured using a Zeiss LSM 700 confocal microscope (Carl Zeiss

Meditec AG Jena, Germany).
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Supplementary materials can be found at https://www.mdpi.com/1422-0067/21/5/1848/s1.
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Abbreviations

EOC Epithelia ovarian cancer

EMT Epithelial-mesenchymal transition
MET Mesenchymal-epithelial transition
NcRNA Noncoding RNA

RRBS Reduced Representation Bisulfite Sequencing
IPA Ingenuity Pathway Analysis
DMRs differentially methylated regions
IGV Integrative Genomic Viewer

BSP Bisulfite-sequencing PCR

shRNA Short hairpin RNA

g-PCR Quantitative PCR

LC-MS/MS  liquid chromatography—mass spectrometry
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1.7 Appendix A

Table 1.A. 1: List of genes displaying EMT-related DNA methylation alterations upon IPA analysis
of the EMT, Wnt/B-cat and TGF-B canonical pathways, including common genes between
EMT/Wnt/B-cat or EMT/TGF- canonical pathways

EMT genes Wnt/B-cat genes TGEF-B genes | Common Common EMT/TGF-f genes
EMT/Wnt/B-cat genes

WNT3 PDGFD | CDKN2A EP300 INHA WNT3 SMAD3

AXIN1  NOTCHI1 [ WNT3 AKT1 BMP4 AXIN1 HRAS

PIK3R1 WNTI1 AXIN1 JUN SMAD3 WNT6 MAP2K2

SMAD3 FGF5 PPP2R5B  CDH3 SKI WNT7B SOS1

HRAS RELA TLE1 UBA52 HRAS WNT4 GRB2

PARD6G FZD10 WNT6 DKK3 BMPR1B WNT5B

WNT6 FGF8 SOX13 TGFB2 MAPK13 AKT2

PIK3R4 TWIST1 |[MYC SOX14 MAPK11 WNT9A

FGFR3  KLB TGFB1 CSNK2B | TLX2 FZD9

FOXC2 HNF1A |PPM1] SOX7 TGIF1 TCE3

MAP2K2 WNT2 WNT7B  LRP5 EP300 CDH1

TGFB1  mir34 RARA WNT9B | BCL2 CDH12

WNT7B FGF13 WNT4 CSNKI1G3 | JUN FZD6

FGF12 FGF4 MAP4K1 WNT2B | MAP2K2 LEF1

WNT4 AKT1 WNT5B  DVLI1 TGFB1 WNT1

IRS2 KL AXIN2 DKKL1 SOS1 FZD10

WNT5B  SOS1 AKT2 TCF7L1 | TGFB2 HNF1A

FGF19 TGFB2 CSNK1G2 SOX11 MAP4K1 WNT2

PIK3C2B FGF23 WNT9A  FZD8 VDR AKT1

AKT2 PIK3R2 |CREBBP WNT3A |HNF4A WNT9B

TWIST2 FGF3 CSNK1ID WNTI10A [RUNX3 WNT2B

JAG2 EGFR FZD9 SOX6 GRB2 DVL1

WNT9A MAP2K7 | TCF3 APC2 FOXH1 TCF7L1

TYK2 ESRP2 ACVRIB NR5A2 CREBBP FZD8

FGFR2  WNT9B |CDH1 PPP2R5E | SMAD6 WNT3A

FZD9 GRB2 CDHI12 SOX15 SMAD7 WNT10A

MMP2 EGR1 TLE3 WNT11 MAPK9 WNT11

NFKB2 WNT2B [FZDé6 LRP1 PITX2

ZEB1 DVL1 LEF1 SOX3 MAPK12

TCF3 FGF14 SOX8 ACVR1B

TLR9 TCF7L1 | SFRP1 INHBB

MET FGF21 WNT1 TRAF6

CDH1 FZD8 FZD10 NKX2-5

CDHI12 WNT3A [SFRP2 FOS

IRS1 WNT10A | FRZB ZNF423

mir-192  ZEB2 SOX1 IRF7

FZD6 FGF20 FRAT1 SMUREF2

LEF1 FGF11 MARK2 BMP7

FGFRL1 RBPJ HNF1A PMEPA1

WNT11 JAK3 WNT2
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Table 1.A. 2: Primers used for quantitative PCR (qPCR).

Gene q-PCR Primers Sequence (5'->3")

Forward AGTGAGTTGACACCCTGTGG
?II\IOI\/IO_I&S 888) Reverse TGGTATATGTACTCAAGCCTCCC

Product length (pb) 103

Forward TCATCACCCTCGTGGTTTCG
?I:I/II]\/ID_ 80 01005920) Reverse ATCTGGCCAGGTCCATCTCT

Product length (pb) 83

Forward GCACGAGCTTCTCAACAACC
FI\?I\IZI_ I;%S 854) Reverse CAACCCTGGCTTCCATTCCC

Product length (pb) 134

Forward ATTCCACTGGTGGCAGTAGC
KRT7 (NM_005556) | Reverse TGGAGAAGCTCAGGGCATTG

Product length (pb) 83

Forward GCTCCGACAGCATTACCTCA
(AI\II)I\(/:[E 001351273) Reverse AGACCCGGTACAGAAACGTG

Product length (pb) 115

Forward TACATACGCCCCCAACACAC
CEND1 (NM_016564) | Reverse TCTTTCTGCCCTGGAGGTTG

Product length (pb) 92

Forward GGATTTCGCTTCCCCTCCAA
f;ﬁ_NOS(] 1130861) Reverse GTACACATCTTCCGGTGGGG

Product length (pb) 119

Forward GGGAGAACTATGTGTCGCGG
fI:I]IijIZ_ 001080458) Reverse CGGTTCTGGAACCACACCIT

Product length (pb) 91

Forward AGAACAGATGGGGTCTGTGAC
KLF4 (NM_004235.6) | Reverse TCCACAACTTCCAGTCACCC

Product length (pb) 106

Forward ATCTACGACGTGCACACCTG
WNT3 (NM_030753) | Reverse TGCTTCCCATGAGACTTCGC

Product length (pb) 95

Forward AACCCGTTGAACCCCATT
185 (NR_003278) Reverse CCATCCAATCGGTAGTAGCG

Product length (pb) 119
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Table 1.A. 3 : Primers used for BSP analysis

IMID8
(NM_00100592
0)

Genes Primers Outer PCR-Sequence (5'->3") Inner PCR-Sequence (5'->3")

Forward GGTTTAGGTGTTTGGTAGYG GGTTTAGGTGTTTGGTAGYG
HOOK1 Reverse ACCCAAATCATAAAACTATCRC | ACCRACTCTCCTCCAAAAA
(NM_015888) o {Pv

Product length | . 204

(pb)

Forward ATGAAGTGGTTGGAAGGTAGTT | GGAGGTTGGAATTTGAGATTT

Reverse

CRAAAATAACCTCCTTTAACCC

CRAAAATAACCTCCTTTAACCC

Product length
(pb)

367

231

Forward TTTTTTTTTTGTTGGGYG TTTTTTTTTTGTTGGGYG
RAMP2 Reverse CTTATCACTCACACCCAAACC CCCCTCATCTCTAACCAACTT
(NM_005854) |

roduct length | . 201

(pb)

Forward TTTGGATTGAAAGTTTGG TGGTAGTAGAGAAAGGTGGTT
KRTY Reverse AACCCCCATAAACAAAAC AACCCCCATAAACAAAAC
(NM_005556)

Product length

(pb) 396 325

APC2
(NM_00135127
3)

Forward TTGGTTGTTGTTATGGTATTAGT TTGGTTGTTGTTATGGTATTAGT
Reverse AACTCAATTTCCCCTCCAA CCTCCAACTCCCACTCTAA
Product length 447 435

(pb)

CEND1
(NM_016564)

Forward AGTAGTGTATTGTGGGAAATTTT |AGTAGTGTATTGTGGGAAATTTT
Reverse ACTACTACCACCTCCCAAA CCCAATAACCTTCAAAACC
Product length 391 191

(pb)

CLDNS5
(NM_00113086
1)

Forward

GTAAATTTTGGTTAGGGAAGTG

GTAAATTTTGGTTAGGGAAGTG

Reverse

CACCTCCTAAATCTACCAACTC

ACCAATCACAAAACCTCTAACA

Product length
(pb)

436

310

EVX2
(NM_00108045
8)

Forward

GGGTTATTGTGATATTTTTAAGAA

TGGAGAGAGGGTTGTATAGTT

Reverse

ATTACCTTTACCATTATTTTCCTT

ATTACCTTTACCATTATTTTCCTT

Product length
(pb)

463

398

KLF4
(NM_004235.6)

Forward

ATTTTTTGGATTTGGATTTTATT

ATTTTTTGGATTTGGATTTTATT

Reverse

AAATATACACCRAATCCAATTC

AAACRAACTCCCTACCATA

Product length
(pb)

339

266

WNT3
(NM_030753)

Forward

AGGAAATGTAAAGGTAGTAGGAG

AGGAAATGTAAAGGTAGTAGGA

Reverse

AAAAACACAAAAATATTTCCAA

ACAAAAATATTTCCAAAAACCC

Product length
(pb)

286

280
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Préface chapitre 2

Le chapitre 2 traite du role de ’EMT dans la dissémination du CEO dans un modéle de
xénogreffes de souris immunodéficientes. Cette étude est publiée dans le journal 1IJMS le 15
juillet 2020. Dans cette étude nous avons utilisé le méme modéle de ’EMT des cellules
SKOV3 (généré via la modulation d’expression de LY75) précédemment utilisé pour
I’analyse du profil de méthylation dans le chapitre 1. J*ai introduit le géne Luc codant pour
la luciférase par transfection des cellules SKOV3-M et SKOV3-E par pcDNA3-luc. Les
clones exprimant la luciférase de maniére forte et stable sont envoyés au laboratoire du Dre
Barbara VVanderhyden qui est notre collaboratrice a Ottawa ou s’est déroulée une partie de
cette étude animale. En effet, la professionnelle de recherche M™ Elizabeth Macdonald et
ses assistants Kristianne Galpin, David A.Landry, Galaxia Rodriguez se sont chargés des
chirurgies et des injections IB des cellules SKOV3 dans les souris des deux phases
expérimentales. Elizabeth a continué le suivi du développement des tumeurs par 1’imagerie
IVIS captant le signal de la luciférase dans les différentes souris injectées. Elizabeth s’est
également chargée du sacrifice des souris et de la collecte des tumeurs formées. Ces derniéres
nous sont parvenues sous forme de tissus congelés et de blocs de paraffine. En paralléle aux
expériences a Ottawa j’ai caractérisé in vitro les cellules SKOV3-E issues du knock-down de
LY75 en vérifiant ’expression des marqueurs des CSCs, et du phénotype hybride. A la
réception des tumeurs extraites des souris, j’ai validé par IHC et IF le statut hybride et les
caractéristiques des CSCs observées in vitro. J’ai également validé le statut actif de la voie
Whnt/B-caténine in vivo par IHC, IF et western blot. J’ai assist¢é Dr Batchvarov dans la
rédaction du manuscrit en écrivant la version originale. Dr Bachvarov a par la suite, corrigé,
réorganisé et enrichi le manuscrit. Dr Bachvarov et Dre Vanderhyben ont encadré cette étude

notamment en élaborant le protocole expérimental en deux phases chez la souris.
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2.1 Résumé

L'implication des mécanismes de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) dans
I'initiation et la progression du cancer épithélial de I'ovaire (CEO) reste mal connue. Nous
avons précédemment montré que la suppression du récepteur d'antigene LY75 dirige la
transition mésenchymato-épithéliale (MET) dans les lignées cellulaires du CEO avec
phénotype mésenchymateux, accompagnée de la perte d'activité de la signalisation Wnt/p-
caténine. Dans la présente étude, nous avons utilisé ’EMT médiée par la modulation
d’expression de LY 75 dans les cellules du CEO comme modele pour étudier in vivo le réle
spécifique des cellules du CEO épitheliales (E), mésenchymateuses (M) ou mixtes
(épithéliales + mésenchymateuses: E + M) dans l'initiation, la diffusion et la réponse au
traitement du CEO. L'initiation de la maladie, la propagation et I'apparition de la résistance
au traitement ont été surveillées dans un modeéle de xénogreffe orthotopique de souris apres
injections intra-bursite (IB) de SKOV3-M (contr6le), SKOV3-E (Ly75KD) et une
population mixte de SKOV3-E + SKOV3-M. Dans ces conditions expérimentales, les
cellules SKOV3-E injectées par voie IB présentent un potentiel métastatique et une
résistance au traitement considérablement plus élevés que les cellules SKOV3-M, en raison
de l'acquisition d'un phénotype hybride et des caractéristiques de cellules souches induites
par le Ly75KD. Nous avons également confirmé in vivo que LY 75 soutient le statut actif de
la voie Wnt/B-caténine dans les cellules du CEO, alors que la déplétion de LY75 induit sa
suppression, suggérant un réle protecteur de la signalisation Wnt/ -caténine dans I'étiologie
du CEO. De plus, nos résultats soulévent des réticences et des inquiétudes quant a
I’utilisation de LY75 comme cible de I’'immunothérapie dans le développement de vaccin

contre le CEO en raison de la possibilit¢ d’effets secondaires graves.
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2.2 Abstract

The implications of the epithelial-mesenchymal transition (EMT) mechanisms in the
initiation and progression of epithelial ovarian cancer (EOC) remain poorly understood. We
have previously shown that suppression of the antigen receptor LY 75 directs mesenchymal-
epithelial transition (MET) in EOC cell lines with mesenchymal phenotype, associated with
loss of Wnt/B-catenin signaling activity. In the present study, we used the LY75-mediated
modulation of EMT in EOC cells as a model to investigate in vivo the specific role of EOC
cells with epithelial (E), mesenchymal (M) or mixed epithelial plus mesenchymal (E+M)
phenotype in EOC initiation, dissemination and treatment response, following intra-bursal
(IB) injections of SKOV3-M (control), SKOV3-E (Ly75KD) and a mixed population of
SKOV3-E+M cells in SCID mice. We found that the IB-injected SKOV3-E cells displayed
considerably higher metastatic potential and resistance to treatment as compared to the
SKOV3-M cells, due to the acquisition of a Ly75KD-mediated hybrid phenotype and
stemness characteristics. We also confirmed in vivo that the LY75 depletion directs
suppression of the Wnt/B-catenin pathway in EOC cells, suggestive for a protective role of
this pathway in EOC etiology. Moreover, our data raise concern on the use of LY 75-targeted
vaccines for dendritic-cell EOC immunotherapy due to possible occurrence of undesirable

side effects.
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2.3. Introduction

Epithelial ovarian cancer (EOC) is a disease that is responsible for more cancer deaths
among women in the Western world than all other gynecologic malignancies [1]. EOC
lethality primarily stems from the inability to detect the disease at an early, organ-confined
stage, and the lack of effective therapies for advanced-stage disease. Approximately 70% of
patients with advanced-stage EOC have widespread intraperitoneal metastases, including the
formation of malignant serous effusions within the peritoneal cavity. Unlike the majority of
solid tumors, particularly at the primary site, cancer cells in effusions are not amenable to
surgical removal, and failure in their eradication is one of the main causes of treatment
failure. Moreover, although 40% to 60% of advanced patients display a complete response
rate to standard EOC taxane/platinum-based chemotherapy, most of them relapse after a
median period of 18 months due to the emergence of chemoresistance, and only 30% survive
5 years after initial diagnosis [2]. Thus, management of the metastatic disease becomes a
crucial problem for the treatment of EOC, and focused identification of novel pro-metastatic
target pathways and molecules could enhance the chances of discovering new and effective
EOC therapies.

Metastasis is a complex multistep process in the progression of cancer, causing
approximately 90% of all human cancer mortalities [3,4]. To colonize a distant secondary
site, cancer cells undergo epithelial-mesenchymal transition (EMT) characterized by the
suppression of epithelial markers E-cadherin and EpCAM and by the expression of
mesenchymal markers such as Snaill/2, Twist1/2, vimentin and N-cadherin, associated with
the acquisition of migratory capacity pivotal for invasion and metastasis [5—-7]. Cancer cells
with a high Snail/E-cadherin ratio possess characteristics of mesenchymal cells and display
higher mobility and resistance to treatment [8]. Several signaling pathways, including the
TGF-p pathway, the Notch pathway and the Wnt/f-catenin pathway, are involved in EMT.
Among these, the activation of the Wnt/B-catenin pathway is shown to be an important
regulator of EMT in several cancers [9-11] including EOC [12-14]. Although EMT is clearly
important to tumor progression, it is inconsistent with the observation that metastatic lesions
mostly exhibit epithelial phenotypes, thus suggesting that mesenchymal-epithelial transition

(MET) is critical to the latter stages of metastasis, allowing the mesenchymal cells to re-
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differentiate into epithelial structures defining the enhanced colonization of secondary sites
[15,16].

However, this EMT/MET model is still debated, since as lately shown, circulating tumor
cells can form clusters containing cells with both epithelial/mesenchymal (E/M) or hybrid
phenotype that display higher metastatic potential and increased drug resistance compared to
either epithelial or mesenchymal cells alone [17-19], and that breast and EOC metastases are
mainly driven by hybrid (E/M) cells [20,21]. Based on these findings, the term epithelial-
mesenchymal plasticity (EMP) has been recently introduced, which encompasses both EMT
and MET [22,23]. However, it is not yet understood if cells in a hybrid state form a stable
and potentially invasive and metastatic population, or whether these cells pass through this
hybrid state temporarily and transiently during EMT. Moreover, recent findings
demonstrated that epithelial tumor cells do not need EMT to form metastases at secondary
sites, and that EMT rather mediates cancer-cell survival by contributing to chemoresistance,
since residual cancers following therapy displayed a mesenchymal phenotype and tumors-
initiating features [24,25]. Thus, the role of EMT in the cancerogenesis and disease
progression, including EOC progression, is still not well defined.

We have previously shown that the antigen receptor LY75 (also known as
DEC205/CD205) can modulate EOC cell phenotype and metastatic potential. Indeed, LY75
depletion directed MET in EOC cell lines with mesenchymal-like phenotype (SKOV3 and
TOV112), associated with the induction of the E-cadherin, EpCAM and EMP1 expression
and the loss of the N-cadherin, TWIST1, FN1 and SNAIL1 expression [26]. Moreover, re-
expression of a sShRNA-resistant LY75 gene variant in the LY75 knockdown (KD) SKOV3
clones completely restored the initial mesenchymal phenotype and re-established the SKOV3
parental pattern of mesenchymal markers’ expression [26]. We have also demonstrated that
the LY75 kD-mediated MET in EOC cells is associated with DNA methylation alterations
and suppression of the Wnt/B-catenin pathway [27].

In the present study, we used the LY75-mediated modulation of EMT in EOC cells as a
model to investigate in vivo the specific implications of EOC cells with epithelial (E),
mesenchymal (M) or mixed epithelial plus mesenchymal (E+M) phenotype in EOC
initiation, dissemination and treatment response, due to the conflicting data about the roles
of these different cellular phenotypes in the EMT-mediated EOC etiology. The disease
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initiation, spreading and occurrence of therapy resistance was monitored in orthotopic
xenograft mouse EOC model, following intra-bursal (IB) injections of SKOV3-M (control),
SKOV3-E (Ly75KD) and a mixed population of SKOV3-E+M cells. The IB orthotopic EOC
model was chosen due to its advantages over conventional xenograft models (e.g.
subcutaneous or intraperitoneal injections of tumor cells), since it reproduces the primary site
of tumor formation and enables tumor cells to interact with appropriate microenvironment.
Moreover, this model represents quite accurately clinical cancer with regard to common sites

of metastases and drug sensitivity [28,29].

2.4 Results

2.4.1 Ly75KD SKOV3 cells with epithelial phenotype (SKOV3-E) display enhanced
EOC initiation, spread and resistance to treatment in severe combined
immunodeficiency (SCID) mice

For our in vivo experiments, we used the orthotopic intrabursal (IB) mice model to
investigate the tumor-initiating and metastatic potential of EOC cells with mesenchymal (M),
epithelial (E) and mixed E+M phenotype. The previously generated cell clones sh-control-
SKOV3 (SKOV3-M) and sh-LY75KD-SKOV3 (SKOV3-E) [27] were initially transfected
with firefly luciferase plasmid in order to facilitate further monitoring by bioluminescent
imaging for tumor formation and spreading. In our initial set (phase 1) of experiments, stable
luciferase-expressing SKOV3-M and SKOV3-E clones, as well as a mixed population of
SKOV3-E+M cells (1:1 ratio), were directly injected under the bursal membrane (between
the bursa and the ovary) of female SCID mice (n=5 for each experimental group; see
Materials and Methods for details).

We found that the median survival of mice injected with the SKOV3-M cells was 201
days, as primary tumors appeared approximately 73 days post-injection (Figure 2.1 and Table
2.1). Mice injected with SKOV3-E and SKOV3-E+M cells displayed quite similar, but
significantly lower survival rates, when compared to the SKOV3-M injected animals (74
days and 68 days; p = 0.0029 and p =0.0015, respectively), as primary tumors appeared
approximately 55 days post-injection (Figure 2.1 and Table 2.1).
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Figure 2.1: In vivo examination of tumor initiation, spreading, survival and response to treatment
in SCID mice IB-injected with SKOV3-M SKOV3-E and SKOV3-E+M cells.
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A) Whole body representative bioluminescence images of the emerging tumors and metastatic lesions
in SCID mice following 59 days, 67 days, 73 days and 130 days post-injection IB of SKOV3-M,
SKOV3-E and SKOV3-E+M cells. B) Survival plots for phase 1 mice IB-injected with SKOV3-M,
SKOV3-E and Mix cells. C) Survival plots for phase 2 mice IB-injected with SKOV3-M and SKOV3-
E cells, followed by treatment with carboplatin. Asterisks represent the number of sacrificed mice at
each step according to the survival time, as indicated in Table 2.1; see also section 2.6.2 (Data
analysis) for details.

In addition to the observed primary tumors, all SKOV3 phenotypes (M, E and E+M)
generated metastases in the intraperitoneal space, affecting the diaphragm, liver, pancreas

and omentum. However, we noticed additional dorsal metastases in mice injected with
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SKOV3-E and SKOV3-E+M cells. Detailed data on the survival values of each experimental
animal, as well as the medium survival rates and tumor spreading (metastatic) sites of the

three experimental groups, are presented in Table 2.1.

Table 2. 1: Survival time of mice included in phase 1 experimental groups and sites of metastasis
formation.

Cells injected 1B Animal ID (#) 3;;\8"\"3' Metastasis sites
SKOV3-M (shCont) 14 243
15 148 Tumor nodules in gut mesentery
16 201 Tumor nodules in
17 140 Pancreas/Omentum
18 243 Tumor nodules attached to dorsal
wall
Median survival 201
SKOV3-E (shSKOV3- 20 78
LY75-KD) 21 68 Tumor in gut mesentery
22 74 Tumor nodules in
23 74 Pancreas/Omentun
Tumor nodules attached to dorsal
Median survival 74 wall
SKOV3-M/SKOV3-E 24 92
(mixed; SKOV3-E+M) 25 68 Small nodules in mesentery
27 68 Tumor nodules in
28 68 Pancreas/Omentum
29 74 Invasion of liver
Nodules attached to dorsal wall
Median survival 68

We further carried additional (phase 2) experiments in order to evaluate the treatment’s
effect on disease progression in mice injected with different SKOV3 cellular phenotypes.
Since, in our phase 1 experiments, mice injected with SKOV3-E or SKOV3-E+M cells
displayed almost identical disease initiation, spreading and survival rates, we further
evaluated the response to carboplatin treatment of four additional groups of experimental
animals (n = 5) previously IB-injected with either SKOV3-E or SKOV3-M cells.

For two of the experimental groups, injected with SKOV3-E or SKOV3-M cells,
intraperitoneal injection of carboplatin was weekly applied at a dose of 60 mg/kg body weight
over a 3-week period, while the other two groups, injected with SKOV3-E or SKOV3-M
cells respectively, were used as controls (placebo injected). The carboplatin treatment started

73 days post-injection for the SKOV3-M treated mice, and 55 days post-injection for the
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SKOV3-E treated mice, based on the phase 1 data of the initial appearance of the primary
tumors in these experimental animal groups. As shown on Figure 2.1C, SKOV3-E-injected
mice displayed essentially identical survival rates, as seen in our phase 1 experiments (see
Figure 2.1B for comparison), with practically no difference between the carboplatin-treated
and non-treated (control) animals. Similarly, SKOV3-M-injected mice from the control
group showed similar survival rates as those found in our phase 1 experiments; however,
carboplatin-treated animals from the SKOV3-M treated group displayed a significantly
longer survival (p = 0.0246) than those from the corresponding control group (Figure 2.1C).

We have previously shown that LY75 supports the active status of the Wnt/p-catenin
pathway in EOC cells, and the LY75 depletion results in the suppression of Wnt/B-catenin
activity, associated with decreased B-catenin expression and the strong induction of Axinl
and APC2, representing members of the Wnt/p-catenin suppressor complex [27]. Analysis
of primary ovarian tumor samples obtained from our phase 1 experimental animals confirmed
these data, as tumor tissues derived from SKOV3-E- and SKOV3-E+M-injected mice
displayed considerably diminished B-catenin expression and enhanced Axinl and APC2,
following both Western blot and immunohistochemistry (IHC) analyses, as compared to
SKOV3-M-injected mice (Figure 2.2A,B). Moreover, B-catenin, Axinl and APC2 also
exhibited similar protein expression patterns in tumors from SKOV3-E- and SKOV3-M-
injected mice following immunofluorescence (IF) analysis (Figure 2.2C), as the -catenin
expression profile seemed to be more concentrated onto, and around, the nuclei in SKOV3-
M tumor tissues, while B-catenin displayed enriched plasma membrane localization in
SKOV3-E and SKOV3-E+M tumors (Figure 2.2B,D).
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Figure 2.2: Analysis of the Wnt/B-catenin pathway status in primary tumor tissue samples of phase
1 mice experimental groups IB-injected with SKOV3-M, SKOV3-E or SKOV3-E+M cells.

A) Western blot analysis of 3-catenin, APC2 and Axinl proteins in SKOV3-M (mice 15, 16 and 19),
SKOV3-E (mice 21, 22 and 23) and SKOV3-E+M mice (samples: 24, 27 and 28). B-actin was used
as the loading control. B) Immunohistochemistry (IHC) analysis of the expression of B-catenin,
APC2 and Axin1 and B-catenin sub-cellular localization in tumor tissues extracted from mice injected
with the SKOV3-M, SKOV3-E and SKOV3-E+M cells at 40x (scale bar 10 um). The plus symbols
(+ to +++) indicate the level of expression (from lower to higher) of the corresponding protein. C)
Immunofluorescence (IF) analysis of B-catenin, APC2 and Axinl expression in tumor tissues
extracted from mice injected with SKOV3-M and SKOV3-E cells (magnification at 60x). D) IF
analysis of Ly75, B-catenin, and B-catenin sub-cellular localization in tumor tissues extracted from
mice IB-injected with SKOV3-M and SKOV3-E cells (magnification at 40x).

2.4.2. SKOV3-E cells display hybrid (E/M) phenotype and cancer stem cells (CSCs)
features

The above results were more or less unexpected since, as repeatedly shown, cancer cells
with a mesenchymal phenotype display higher migration and invasion potential and
enhanced resistance to treatment, when compared to cancer cells with epithelial morphology
[5,30,31]. This prompted us to characterize the EMT-related phenotypic features of the
SKOV3-E cell clones used in our in vivo experiments as more profoundly significant. The
expression levels of several EMT markers were analyzed in SKOV3-E cells, in comparison
to SKOV3-M cells. Western blot analysis of the protein expression levels of the epithelial
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markers E-cadherin and EpCAM, and the mesenchymal markers N-cadherin and vimentin,
confirmed our previous findings [26] concerning the weak (absence of) E-cadherin and
EpCAM expression, and the strong N-cadherin and vimentin expression, in SKOV3-M cells,
as well as the high levels of E-cadherin and EpCAM expression and weak N-cadherin
expression in SKOV3-E cells (Figure 2.3A). However, even stronger vimentin expression
was also found in SKOV3-E cells (Figure 2.3A), which was consecutively confirmed by IF

E-cadherin Vimentin N-cadherin EpCAM

analysis (Figure 2.3B).
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Figure 2.3: Protein expression analysis of different EMT markers in SKOV3-M and SKOV3-E cells.
A) Western blot analysis of the protein expression of LY75, N-cadherin, E-cadherin, vimentin and
EpCAM in SKOV3-M and SKOV3-E cells. B-actin was used as a loading control. B)
Immunofluorescence analysis of the protein expression of N-cadherin, E-cadherin, vimentin and
EpCAM in SKOV3-M and SKOV3-E cells (magnification at 60x).

These data were further supported by Western blot, IHC and IF analyses of the
expression levels of these four EMT markers in ovarian tumor samples obtained from our
phase 1 experimental animals. As seen from the Western blot presented on Figure 2.4A,
strong vimentin expression was observed in tumor tissues derived from mice injected with
SKOV3 cells, comprising all three phenotypes tested (M, E and E+M), while tumors from
SKOV3-M-injected animals displayed strong N-cadherin and weak E-cadherin expression,
and tumors derived from SKOV3-M and SKOV3-E+M mice showed very high E-cadherin
expression and a lack of N-cadherin expression. Further IHC and IF analyses using tumor
tissues of phase 1 experimental animals were strongly confirmative for the above-described
differential expression patterns of the four EMT markers, including the strong vimentin
expression in all experimental groups (Figure 2.4B,C), suggesting that SKOV3-E cells could
exhibit a hybrid phenotype.

125



A SKOV3-M SKOV3-E SKOV3-E+M 8

Ly75 - “ o | -205KDa
N-cadherin -"-a -[ i -135KDa
E-cadherin — “ awi -115KDa

Pacin e —— _ -37KDa

Mice(#) 15 16 19 21 2 3 24 21 28

C SN LR SKOV3-M
SKOV3-M
SKOV3-E

SKOV3-E SKOV3-E+M

Dapi N-cadherin  Vimentin merge

e ... .
i ...

Dapi E-cadherin EpCAM merge

£ N N
SKOV3-M )
A
SKOV3.-E B
4
bl

+

Figure 2.4: Protein expression analysis of different EMT markers in tumor tissues extracted from
mice IB-injected with SKOV3-M, SKOV3-E and SKOV3-E+M cells.

A) Western blot analysis of the protein expression of LY75, vimentin, N-cadherin and E-cadherin,
and EpCAM in tumor tissues extracted from mice IB-injected with SKOV3-M, SKOV3-E and
SKOV3-E+M cells. B-actin was used as a loading control. B) Representative immunohistochemistry
(IHC) images the protein expression of LY75, vimentin, E-cadherin, N-cadherin and EpCAM in
tumor tissues extracted from mice injected with the SKOV3-M, SKOV3-E and SKOV3-E+M cells.
Magnification at 40x (scale bar 10 um). The plus symbols (+ to ++++) indicate the level of expression
(from lower to higher) of the corresponding protein. The minus (-) symbol means no expression. C)
Immunofluorescence analysis of the protein expression of N-cadherin, vimentin, E-cadherin, and
EpCAM, in tumor tissues extracted from mice IB-injected with SKOV3-M, and SKOV3-E cells
(magnification at 60x%).

Since cancer cells (including EOC cells) bearing the hybrid E/M phenotype are shown
to be associated with increased tumor stemness, and thus to display some CSCs features
[20,32,33], we verified the expression of different CSCs markers in both SKOV3-M and
SKOV3-E cells. We found that, excluding CD44 and BMI1, which are more strongly
expressed in SKOV3-M cells, all the other CSCs markers tested (including OCT3/4, KLF4,
ABCG2, Nanog, CD133 and ALDH1A) displayed significantly higher mRNA and protein
expression levels in the SKOV3-E cells, as compared to the SKOV3-M cells (Figure 2.5A,B).
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These data were further confirmed by analyzing the mRNA (gPCR) and protein (IHC)
expression levels of most of the CSCs markers listed above in the tumor samples derived
from SKOV3-M-, SKOV3-E- and SKOV3-E+M-injected animals (Figure 2.5C,D).

Finally, the suggested SKOV3-E hybrid phenotype was supported by the strong
expression of the hybrid state—associated phenotypic stability factors (PSFs) OVOL2 and
GRHL2 in the SKOV3-E cells, and in tumors derived from SKOV3-E- and SKOV3-E+M-
injected animals (Figure 2.5), while the EMT progression factor Zeb1 was more sustained in
SKOV3-M cells and tumor samples from the SKOV3-M-injected mice (Figure 2.5).
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Figure 2.5: Gene (MRNA) and protein expression levels of different CSCs markers and hybrid state
stability factors in SKOV3-M and SKOV3-E cells, and in tumor tissues extracted from mice IB-
injected with SKOV3-M, SKOV3-E and SKOV3-E+M cells.

A) Quantitative PCR (gPCR) analysis of the mRNA expression levels of some CSCs markers (CD44,
BMI1, ABCG2, ALDH1A, KLF4, CD133, OCT3/4 and NANOG) and genes implicated in the control
of the hybrid cellular state (ZEB1, GRHL2 and OVOL2), in SKOV3-M and SKOV3-E cells. B)
Western blot analysis of the protein expression levels of some CSCs markers (CD44, ABCG2,
ALDHI1A, KLF4, BMI1, OCT3/4, Nanog) and genes implicated in the control of the hybrid cellular
state (ZEB1, GRHL2 and OVOLZ2), in SKOV3-M and SKOV3-E cells. C) gPCR analysis of the
MRNA expression levels of some CSCs markers (CD44, BMI1, ABCG2, ALDH1A, KLF4, CD133,
OCT3/4 and NANOG) and genes implicated in the control of the hybrid cellular state (ZEB1, GRHL2
and OVOL2), in tumor tissues extracted from mice IB-injected with SKOV3-M, SKOV3-E and
SKOV3-E+M cells. Data are presented as mean + SD. *, P <0.05; (Student’s t test). D) Representative
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IHC images of Nanog, Oct3/4, KIf4, ABCG2, ALDH1A, CD44, GRHL2, OVOL2 and EpCAM
expression in tumor tissues extracted from mice injected with the SKOV3-M, SKOV3-E and SKOV3-
E+M cells. Magnification at 40% (scale bar 10 um). The plus symbols (+ to +++) indicate the level of
expression (from lower to higher) of the corresponding protein. The minus (-) symbol means no
expression.

2.5 Discussion

The main objective of this study was to investigate the role of EMT in EOC initiation,
progression and treatment response in vivo in intrabursal (IB) orthotopic xenograft mouse
EOC model. More specifically, we used SKOV3 EOC cells with Ly75 expression-modulated
E or M phenotype for IB injections in SCID mice, to better understand the specific
implication of EOC cells with different EMT-related phenotypes in EOC dissemination.
Initially, the results of our in vivo experiments were rather surprising, as we were expecting
that EOC cells with mesenchymal phenotype (SKOV3-M cells) will display higher
spreading, metastatic potential and resistance to treatment, compared to epithelial SKOV3
(SKOV3-E) cells. Moreover, a mixed population (1:1 ratio) of SKOV3-M and SKOV3-E
cells (SKOV3E+M cells) displayed quite similar tumor initiating and spreading
characteristics, including resistance to treatment when compared to SKOV3-E cells,
suggesting that the portion of SKOV3-E cells in this cellular mix is the one responsible for
such a high aggressiveness in tumor formation and treatment response. As previously
reported in the literature, only mesenchymal EOC cells and mesenchymal EOC cell-
containing aggregates were able to invade through 3-dimensional collagen-rich matrices
[34], and EMT cells with complete mesenchymal or partial (hybrid) EMT phenotype were
much more aggressive in driving ascites formation and development of peritoneal metastases
than epithelial EOC cells [20,35]. Indeed, we have previously shown that SKOV3-E
(Ly75KD) cells, intraperitoneally (IP) injected in SCID mice, resulted in enhanced tumor
cell formation and metastatic growth in vivo [26], but this was to be expected, since EOC
metastases frequently appear disseminated throughout the peritoneum [36], and metastatic
lesions mostly exhibit epithelial phenotypes due to the increased capacity of epithelial cells
to colonize distant sites [26].

In cancer, EMT has been initially considered as a binary process with two very distinct

cell populations - epithelial and mesenchymal, characterized by the loss of expression of the
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epithelial marker E-cadherin and the gain of the expression of the mesenchymal markers N-
cadherin and vimentin [37]. However, there is accumulating evidence that EMT occurs
progressively, and the cells pass by intermediate states displaying transcriptional,
morphological and epigenetic E/M (hybrid) features, a process called partial/incomplete
EMT, or EMP [38-40]. Further studies in various cancers (including EOC) have shown that
hybrid cells can acquire a multipotent stem cell like phenotype associated with higher
proliferative and invasive characteristics and resistance to treatment [20,41]

We now show that SKOV3-E cells display hybrid phenotype and stemness
characteristics, which could explain their aggressive behavior in our experimental EOC
animal model. As reported before [26,27], SKOV3-M cells exhibited a typical EMT
mesenchymal markers-expression profile, while SKOV3-E (Ly75KD) cells have displayed
EMT-related epithelial features; however, we have now found that SKOV3-E cells also
strongly express the mesenchymal marker vimentin (Figure 2.3), as a strong vimentin
expression was also retained in tumors, extracted from mice, IB-injected with SKOV3-E and
SKOV3-E+M cells (Figure 2.4). Vimentin is highly expressed in most epithelial cancers
including EOC, and its expression correlates with disease progression and poor prognosis
[42,43]. Moreover, CSCs expressing vimentin, NANOG and other markers of pluripotency
were found in tumor tissue sections of women with high grade serous ovarian carcinoma
[44]. Indeed, we have also shown that SKOV3-E cells express a number of CSCs markers,
including EpCAM, ALDH1A, ABCG2, CD133, KLF4, OCT3/4 and NANOG (see Figure
2.3; Figure 2.5A-B), as the expression profile of these CSCs markers was preserved in
tumors of mice, IB-injected with SKOV3-E cells (Figures 2.4B-C and 2.5C-D). All these
CSCs markers have been previously shown to be implicated in the maintenance of EOC stem
cells, including their aggressive behavior and resistance to treatment [45-51]. The correlation
between the expression of CSCs markers and the development of cancer (initiation,
progression, and spreading) is questioned and seems to differ from one cancer type to
another. Indeed, each CSCs marker shows independent expression levels and seems to
interact with other CSCs markers at different stages of tumorigenesis. Thus, several studies
have reported that ALDH1(+) CD133(+) EpCAM (+) cells have the potential to initiate the
EOC spread and drug resistance [13,52]. The highly tumorigenic OVCAR5 EOC cell line
has been also characterized by the simultaneous expression of the pluripotency-associated
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genes including CD133, NANOG, OCT4 and KLF4 [53]. When compared to SKOV3-E
cells, SKOV3-M cells also exhibited some CSCs characteristics, but most of the above listed
pluripotency markers were presented with weaker/loss of expression, as only two CSCs
markers - BMI1 and CD44 exhibited enhanced expression in these cells, as well as in tumors
extracted from SKOV3-M-injected experimental animals (Figure 2.5A-C).

Importantly, SKOV3-E cells, as well as tumor tissues of mice I1B-injected with SKOV3-
E and SKOV3-E+M cells, displayed enhanced expression of OVOL2 and GRHL2 - two
phenotypic stability factors (PSFs), previously shown by us and others to stabilize the highly
aggressive and metastatic E/M (hybrid) phenotype of cancer cells [17,38,54,55] (see Fig.
2.5). Moreover, these PSFs repress the EMT progression factor Zebl to prevent the EMT
advancement to a complete mesenchymal state [17,38,55], and our data are indicative for
weaker/lack of expression of Zeb1 in SKOV3-E cells and tumor tissues of mice IB-injected
with SKOV3-E and SKOV3-E+M cells, compared to SKOV3-M cells and corresponding
tumors.

As previously stated [26], our findings raise again concern on the use of LY 75-targeted
vaccines for dendritic-cell EOC immunotherapy. LY75 is a type | transmembrane surface
protein that belongs to the macrophage mannose receptor (MMR) family of C-type lectin
endocytic uptake receptors, as the LY75 receptor plays an important role in antigen uptake
for presentation and cross-presentation to T cells and the initiation of the immune response
[26]. Accordingly, loading of LY75 with antigens is widely used in vaccination including
cancer immunotherapy. This approach has been exploited in vitro and in vivo, both in mice
and humans, to deliver specific antigens to dendritic cells, and induces specific CD81 and
CD41 T-cell responses [26]. However, and based on our data, blocking the LY75 receptor
with specific antibodies could generate undesirable side effects, associated with the
acquisition of the more aggressive hybrid phenotype and stemness features in mesenchymal-
type tumor cells.

Finally, our in vivo data have also confirmed our previous findings [27] for the direct
implication of the LY75 receptor in modulating the Wnt/p-catenin signaling in EOC cells.
Here, we show that Ly75 gene ablation also directed the suppression of the Wnt/p-catenin
pathway in tumor samples from mice IB-injected with SKOV3-E and SKOV3-E+M cells.

These findings were initially surprising, since Wnt/B-catenin signaling has been shown to be
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associated with partial EMT states and the acquisition of stemness traits in cancer cells [57],
although some protective functions of the Wnt/B-catenin pathway have been also suggested,
as active Wnt/B-catenin signaling was associated with the inhibition of melanoma growth
[58]. There is also growing evidence that the Wnt/ B-catenin pathway regulates many key
aspects of EOC progression, including the maintenance of CSCs, metastases, and
chemoresistance [59,60]; however, the mechanisms underlying the hyperactivation of the
Whnt/B-catenin pathway and its role in EOC etiology are not entirely clear [61]. Indeed, data
from a large genome-wide association study (GWAS) in EOC were indicative for a
significant downregulation of the Wnt pathways-agonist WNT4 in ovarian tumors [62].
Moreover, a recent study has demonstrated that the inactivation of the Wnt/B-catenin
pathway is required for maintaining stemness and preventing the differentiation of organoid
cultures derived from high-grade serous ovarian cancer (HGSOC) patients, and that HGSOC
progresses more aggressively in an environment free of Wnt [63].

In conclusion, we have shown that Ly75 suppression in the mesenchymal EOC cell line
SKOV3 generates cells bearing a hybrid (E/M) phenotype and stemness characteristics,
associated with a strong expression of the PSFs OVOL2 and GRHL2. These SKOV3-LY75
KD cells directly enhanced EOC initiation, tumor spread and resistance to treatment
following intra-bursal 1B injection in severe combined immunodeficiency (SCID) mice,
compared to mesenchymal-type SKOV3 cells. As previously suggested [27], we also
demonstrated in vivo that LY75 supports an active status of the Wnt/B-catenin pathway in
EOC cells, while the LY75 depletion predominantly directs the pathway suppression,
indicative for a protective role of this pathway in EOC etiology. Moreover, our data raise
concern on the use of LY 75-targeted vaccines for dendritic-cell EOC immunotherapy due to
possible occurrence of undesirable side effects. A comprehensive understanding of molecular
processes and the chronology of events triggering EMT in EOC could arrange for the

development of more effective treatment strategies for this deadly disease.

2.6 Materials and Methods

2.6.1 Cell Cultures
The SKOV3 cell line is purchased from American Tissue Type Collection (Manassas,
VA, USA). Cells were maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 10% (v/v) fetal
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bovine serum (Hyclone, Logan, UT, USA) and cultured in a humidified incubator with 5%
CO: at 37°C as previously described [27].
Firefly luciferase stable transfection

SKOV3 clones (SKOV3-M and SKOV3-E) were stably transfected with the firefly
luciferase gene plasmid pcDNA3 (#18964, Addgene, Cambridge, MA, USA) using turbofect
reagent and according to the manufacture instructions (#R0532, Thermo Fisher Scientific,
Ottawa, ON, Canada). Stable cells population were selected by incubation with 800 pug/mL
of G418 and then maintained in RPMI medium with 500 pug/mL of G418.

To test the luciferase activity, one day prior to the experiment 1.5 x 10* SKOV3-luc cells
were plated per well in 100 pL of standard RPMI medium, in 96-well plates. The next day,
the cells were harvested, and luciferase activity was quantified on a Tristar LB941 Multimode
Microplate Reader (by Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Germany)
using a Luc-Pair™ Firefly Luciferase HS Assay Kit (GeneCopoeia, Rockville, MD, USA).
Firefly luciferase activity was then normalized to non-transfected control cells. Clones

displaying more stable luciferase signals were further selected for animal injections.

2.6.2 Animal experiments

Animal experiments were carried out at the University of Ottawa under a protocol
approved on 14™ of March 2018 by the Animal Care Committee (protocol approval number
OHRIe-2120) and conformed with or exceeded standards outlined in the Canadian Council
on Animal Care Standards (CCAC) and the Animals for Research Act, R.S.0. 1990, Chapter
c. A.22. Female Fox Chase SCID mice (Charles River; CB17/Icr-Prkdcscid/IcricoCrl) were
randomly assigned to cages in groups of 4 upon arrival and were acclimated in conventional
micro-isolator cages with plastic huts and corn cob bedding for 1 week prior to
commencement of the trial. SCID mice were maintained in a dedicated room for immune
compromised mice (21 °C, 40-60% humidity, 12/12-h light/dark cycle) with a commercial
rodent diet (2018 Teklad Global 18% Protein Rodent Diet, Harlan Laboratories), along with
acidified water available ad libitum. Housing, food and water were autoclaved, and animal
manipulations were carried out in a certified ESCO type A2 BSC hood, following a two-

person dirty/clean protocol.

Study Design
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The experiments were carried out in two phases. All mice were allocated to cages in
groups of 5 following intra-bursal surgeries. Cages of phase 1 mice (n = 15; 7 weeks old)
housed 1 mouse, allocated randomly, from each of the three experimental groups [SKOV3-
M, SKOV3-E and SKOV3-E+M, representing a mixed cellular population of SKOV3-M and
SKOV3-E cells (50:50)]. Cages of phase 2 mice (n = 20; 7 weeks old; average weight 17.3
* 0.94 g) housed mice from the experimental groups SKOV3-M or SKOV3-E. Wellness
assessments were carried out by Animal Care staff daily, and necropsies of end pointed mice
were blinded with regard to the treatment group. End of wellness criteria were based on
several factors, including signs of pain, Body Condition Score (BCS), respiratory distress,
pallor and coat condition. End point mice were euthanized in Ancare static microisolators by
CO- asphyxiation delivered at a flow rate of 20-30% chamber volume per minute.

Intrabursal Injections

One hour prior to surgery, mice were given subcutaneous (s.c.) buprenorphine HCL (0.1
mg/kg, PHR1729) for pain management. At time of sacrifice, mice were anesthetized (3%
isofluorane; Fresenius Kabi, Canada and 1% oxygen), given fluids (1 mL Saline, s.c.) and
received an application of eye ointment (Optixcare Eye Lube; Aventix). The dorsal surface
of the mouse was shaved and cleaned using antiseptic (SoluPrep; 2% chlorhexidine in 70%
alcohol, 3M cat # 7000136295). Once prepped, a 2-3-cm dorsal wall incision was made
followed by a 0.5-cm incision in the peritoneal wall. The fat pad enveloping the ovary was
exteriorized and held in place using a bulldog clamp. One ovary of each mouse received an
injection of cells (2 uL of a 5.0 x 10* cell suspension) using a custom Hamilton syringe (50
uL capacity, supplied with small hub RN needle, 4-point style, 30-guage, 52° angle, 3/4”
needle length, Cat#7803-07) and dispenser repeater (Hamilton, Cat# 1482225). The ovary
was carefully returned to the peritoneal cavity, which was then closed with proline sutures
[6/0 Surgipro, VP-718X, CV-11 (taper)]. The dorsal body wall was stapled (VWR, Cat#CA-
BD427631), and transdermal Bupivicane (2%, 0.1 mL/animal BID; Chiron Compounding
Pharmacy) was applied over the incision and staples. The entire process required
approximately 10 min, during which time mice were maintained at 3% isofluorane/1%
oxygen on a sterile gauze-covered heated pad. All mice were maintained and observed for
complications while recovering from the anesthetic in a heated incubator box. Upon

regaining consciousness, mice were randomized to cages as per the experimental design.
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Post-operative care included s.c analgesic (Buprenorphine HCL) administration (q8-12; 36—
48 h post-op), observation and staple removal 7-10 days later.

In Vivo Bioluminescence Imaging

All in vivo imaging was carried out on the IVIS® Spectrum in vivo imaging system
(Caliper Life Sciences, PerkinElmer, Guelph ON, Canada) and images were analyzed with
the Living Image® advanced in vivo imaging software (Version 4.3.1; PerkinElmer, Guelph
ON, Canada). D-Luciferin (Xenolight D-Luciferin Potassium salt; PerkinElmer # 122799) at
a dose of 150 mg/kg body weight was delivered intraperitoneal (i.p.) (phase 1 trial) and s.c.
(phase 2 trial) using a 25 G x 5/8 needle. At 10 min post-injection, mice were anesthetized
with Isoflurane (3% isoflurane/1% oxygen) and received an application of eye ointment.
Mice were imaged 15 min post-injection. Anesthetization was maintained throughout
imaging with 3% Isoflurane. Image acquisition was carried out on groups of 3 mice (cage
mates) at a time. Following image acquisition, mice were returned to their cage and
monitored to ensure full recovery from anesthetic.

Carboplatin Treatment

One group of SKOV3-M (n=5) and one group of SKOV3-E (n=5) phase 2 mice were

treated intraperitoneally with carboplatin (DIN 02320371) at a dose of 60 mg/kg body weight

(n=10), weekly over a 3-week period. Respectively, one group of SKOV3-M (n=5) and one
group of SKOV3-E (n=5) phase 2 mice were treated intraperitoneally with an equal volume
of placebo (PBS). All mice were monitored and provided with supportive care in the form of
soaked food as needed.
Data Analysis

Of the mice entered in the phase 1 trial, 14 were included in the analysis. These included
5 mice of the SKOV3-M group, 4 mice of SKOV3-E group and 5 mice of the SKOV3-E+M
group. One mouse from SKOV3-E group was further excluded due to lack of tumor
development. From the phase 2 group, 3 SKOV3-M mice and all 5 SKOV3-E mice treated
with carboplatin were included in the analysis. Two SKOV3-M mice died due to anesthetic
complications during imaging. Two SKOV3-M (placebo) mice and one SKOV3-E (placebo)
mouse were also excluded from the analysis, due to anesthetic complications during imaging

or lack of detectable tumor by imaging.
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2.6.3 Statistical Analysis

The Prism software (Version 7.0d, GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used
to determine the statistical significance of differences in the means of experimental groups.
A Kaplan—Meier plot was used to analyze the survival of animal groups used in the study,
with a log-rank test to represent survival significance. A significant association was

considered when p-values were < 0.05.

2.6.4 Immunohistochemistry (IHC) quantification

IHC analyses of the expression of different markers in tumor tissues derived from the
experimental animals were performed as previously described [26] and all retrieval methods
were performed using Tris-EDTA buffer (10 mM Tris base, 1 mM EDTA solution, pH 6.0)
using a pressure cooker. Briefly, tissue sections were deparaffinized and rehydrated in graded
alcohols, then incubated with blocking serum for 20 min. Following treatment with 3%
H20- for 10 min to quench the endogenous peroxidase activity, sections were incubated with
the primary antibody overnight at 4 °C. List of antibodies used: From Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA): anti-LY75 (sc-515016 1:50) anti-vimentin (sc-373717,
1:200), anti-KLF4 (sc-166100, 1:40), anti-oct3/4 (sc-5279, 1:50), anti-Nanog (sc-376915,
1:50), anti-CD44 (sc-9960, 1:100), anti-ABCG2 (sc-37716,1:100),anti-Zeb1(sc-
515793,1:100) anti-ALDH1A (sc-374149, 1:300), anti-EpCAM (sc-25308, 1:100), anti-
Ovol2 (sc-515001, 1:50), anti-p-catenin (sc-133240, 1:100), anti-axinl (sc293190, 1:100),
anti-P53 (sc-126, 1:100) anti-RAD51 (sc-398587, 1:100) anti-MDM2 (sc-965, 1:100), anti-
ki67 ( sc-23900 1: 100), from Millipore Sigma, ON, Canada: anti-y-H2AX (07-627, 1:100).
(From Abcam (Toronto, ON, Canada): anti-N-cadherin (ab-18203, 1:100), anti-E-cadherin
(ab-1416, 1:100), anti-APC (ab40778, 1:200), anti-PUMA (ab-9643 1:100), from GeneTex:
anti-GRHL2 (gtx109410, 1:150).

2.6.5 Immunofluorescence (IF) quantifiation

IF analysis was performed as previously described [26]. Fixed samples were incubated
with different primary antibodies, including anti-B-catenin (Santa-Cruz Biotechnology
Dallas, TX, USA), anti-LY75 (Santa-Cruz Biotechnology Dallas, TX, USA and Abcam,
Branford, CT, USA), anti-APC2 (Abcam, Branford, CT, USA), anti-Axinl (Santa-Cruz
Biotechnology Dallas, TX, USA), anti-N-cadherin, anti-E-cadherin, anti-vimentin, anti-

136



EpCAM, and subsequently incubated with secondary antibodies, including rhodamine-linked
goat-anti-mouse 1gG1 (Santa Cruz Biotechnology Dallas, TX, USA) or Alexa Fluor 488-
labeled goat anti-rabbit antibody (Abcam, Branford, CT, USA).

2.6.6 Western blot

Western blot analyses for cells and tumor tissue fractions were performed as previously
described [65]. The following antibodies were used for monitoring protein expression: from
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA): anti-LY75 (sc-515016 1:500) anti-vimentin
(sc-373717, 1:1000), anti-KLF4 (sc-166100, 1:500), anti-oct3/4 (sc-5279, 1:500), anti-
Nanog (sc-376915, 1:500), anti-CD44 (sc-9960, 1:500), anti-ABCG2 (sc-37716,1:1000),
anti-ALDH1A (sc-374149, 1:1000), anti-Bmi-1(sc-390443, 1:500), anti-EpCAM (sc-25308,
1:1000), anti-Ovol2 (sc-515001, 1:500), anti-B-catenin (sc-133240, 1:800), anti-axinl
(sc293190, 1:500), anti-B-Actin (sc-517582, 1:2000). From Abcam (Toronto, ON, Canada):
anti-N-cadherin (ab-18203, 1:1000), anti-E-cadherin (ab-1416, 1:1000), anti-APC (ab40778,
1:1000), goat-anti-rabbit HRP conjugated (ab6721, 1:3000), goat-anti-mouse HRP
conjugated (ab6789, 1:3000) From GeneTex (Hsinchu City, Taiwan): anti-GRHL?2
(gtx109410, 1:1000). The same antibodies were used both for IHC and Western blot analyses.

2.6.7 Quantitative PCR (qPCR)

Quantitative PCR was performed as previously described [26]. Relative quantification
of RNA expression was calculated using the 27244 method [65]. The 18S ribosomal gene
was used as an internal standard. Each sample was tested in triplicate. Primers were designed

as previously shown [26]; all primers for qPCR are listed in Table 2.A1.
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Table.2. A. 1: Primers used for quantitative PCR (qPCR)

Gene g-PCR primers Sequence (5°-3")
ZEB1 Forward CATTTCAGGGAAGCCTGGGT
(NM_001128128.3) Reverse CACCCTGTTAGGCAGTGAGG
Product lengths (pb) 158
Forward ATATTGCATGCCTCCTGGGG
Nanog (NM_024865.4) Reverse GTGCCGGAAGCTTTTGTCTG
Product lengths (pb) 104
POUS5F1(Oct4) Forward AGATGCTTTGAGCTCCCTCTG
(NM_001285986.1) Reverse TTGGCTGAATACCTTCCCTGG
Product lengths (pb) 124
CD44 Forward TCCCTGCTACCAGAGACCAA
(NM_001001391.2) Reverse GCTCCACCTTCTTGACTCCC
Product lengths (pb) 106
CD133 (Prom1) Forward CCCCGCAGGAGTGAATCTTT
(NM_001371406.1) Reverse GAAGGACTCGTTGCTGGTGA
Product lengths (pb) 137
ABCG2 (NM_004827.3) Forward GAGTTAACTGAGCTGGGGCA
Reverse TGACAGAATGTCAGGGCACC
Product lengths (pb) 98
BMI1 Forward TGCTTTGGTCGAACTTGGTG
(NM_005180.9) Reverse TGCAGACTGGGGACAATGAA
Product lengths (pb) 129
KLF4 Forward CCAAAAATGCGACCGAGCAT
(NM_001314052.2) Reverse TGTAGTGCTTTCTGGCTGGG
Product lengths (pb) 174
ALDH1A1 Forward TTGGACCAGTGCAGCAAATC
(NM_000689.5) Reverse CGCCATAGCAATTCACCCAC
Product lengths (pb) 171
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2.9 Caractérisation du phénome de résistance au carboplatine des souris injectées par
les cellules SKOV3 en EMT (résultats non publiés)

Dans le but de comprendre le phénomene de résistance au carboplatine des souris injectées
avec les cellules SKOV3-M et SKOV3-E/M (hybrides), nous avons vérifié par
immunohistochimie I’expression des marqueurs de dommage a I’ADN (Rad51 et y-H2AX),
de I’apoptose (PUMA et Caspase 3 activée), le marqueur de prolifération ki67, ainsi que les
protéines p53, MDM2 et p21 dans les tumeurs extraites des souris injectées par SKOV3-M
et SKOV3-E/M traitées au carboplatine (60mg/kg/jour). La figure 2.6 montre que suite au
traitement, les souris SKOV3-M et SKOV3-E/M expriment les marqueurs de dommage
RAD51 et y-H2AX, de méme que les protéines d’apoptose. Cependant 1’expression de Ki67
et p53 est plus forte et soutenue dans les souris SKOV3-E/M et ce malgré la forte expression
de I’ubiquitine MDMZ2 qui est I’antagoniste de p53. Nous constatons également une forte
expression nucléaire et cytoplasmique de la protéine du cycle cellulaire p21 dans les souris
SKOV3-E/M alors que son expression est nucléaire dans les souris SKOV3-M caracterisées

par I’expression de LY75.
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Figure 2. 6: Vérification de la résistance au carboplatine des cellules SKOV3 en EMT.

L’expression des marqueurs des dommage/réparation de I’ADN et de I’apoptose: Y-H2AX, RAD51,
P53, MDMZ2, caspase3, PUMA, Ki67, et p21 est vérifiée par immunohistochimie en triplicata dans
des tumeurs extraites des souris injectées par voie IB par les cellules SKOV3-M et SKOV3-E/M/ et
qui sont traitées par voie IP avec le carboplatine (Images prises a grossissement 40X).
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Chapitre 3
Discussion géenérale

3.1 Profil de la méthylation de I’ADN au cours de ’EMT

L’EMT est initialement décrite dans le contexte de la différenciation cellulaire normale au
cours du développement précoce lors de I’organisation de systémes tissulaires [455]. En effet,
le développement embryonnaire des organes dépend du basculement des cellules entre EMT
et MET comme observé lors de la gastrulation [456], lors de formation de la créte neuronale
[457], lors de la formation de la valve cardiaque [458] en néphrogénése [459] et en
myogengése [460]. A D’instar du développement embryonnaire, les changements dans les
phénotypes cellulaires observés suite @ ’EMT sont aussi en lien avec des pathologies, la
tumorigenése et la progression tumorale [461, 462]. L’EMT est aussi influencée par les
mécanismes épigénétiques dont la méthylation de I’ADN qui contrdle le programme
transcriptionnel des génes. En effet, durant ’EMT les génes suppresseurs de tumeurs sont
hypermethylés donc fermés a la transcription alors que les oncogenes se trouvent ouverts a
la transcription car ils sont souvent hypométhylés [463, 464]. Ces programmes épigénétiques
et transcriptionnels définissent ainsi les réseaux des genes régulateurs et des voies de
signalisation contrélant chaque étape de cette transition.

Il a toujours été considéré que I’EMT est responsable de la dissémination du CEO [465],
toutefois, les mécanismes moléculaires de cette dissémination restent encore mal élucidés.
Lors de I’étude portant sur le chapitre 1, nous nous sommes intéresseés aux modifications
survenant dans la méthylation de I’ADN lors de ’EMT des cellules du CEO médiée par la
modulation d’expression du géne LY75. Les données de RRBS affichent que 6666 genes
présentent une marque de méthylation de I’ADN inversée entre les cellules SKOV3-M et
SKOV3-E. En effet, les génes retrouvés hypométhylés dans SKOV3-M sont hypermethylés
dans SKOV3-E et inversement. Cette observation démontre que I’EMT est un processus
caractérisé par une grande plasticité cellulaire et qui implique plusieurs fonctions
biologiques. Parmi ces génes perturbes épigenétiquement durant I’EMT, nous nous sommes
attardés sur une dizaine dont le profil de méthylation est fortement déregulé. 11 s’agit des
genes HOOK1, RAMP2, WNT3 et JMJD8 qui apparaissent hypométhylés et surexprimes
dans SKOV3-M alors que les génes CEND1, CLDN5, EVX2, KLF4, APC2 et IIF01 sont
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hypermethylés et sous exprimés dans ces mémes cellules a phénotype mésenchymateux. Ces
10 génes présentent un profil de méthylation de I’ADN inversé dans SKOV3-E (Figure A.1).
Le profil de méthylation des génes sélectionnés a été validé par BSP dans le modéle de "EMT
de SKOV3. Les niveaux d’expression des ARNm et des protéines correspondantes sont
validés par q-PCR et en immunobuvardage respectivement dans les deux modéles de ’EMT:
SKOV3 et OVCARS (Figure 1.2). Ces genes candidats sont tous connus pour leur implication
dans le cancer, la méthylation de I’ADN et/ou dans ’EMT ou ils peuvent avoir des roles
controversés dépendamment du type de cancer et du contexte cellulaire. Des exemples
d’études pour chaque gene sont bien discutés dans la discussion du chapitre 1. En résumé,
ces 10 genes candidats pourraient constituer des biomarqueurs potentiels dans le diagnostic
du CEO précoce afin de prévenir les métastases. Leurs roles fonctionnels pourront étre

étudiés en profondeur dans le contexte du CEO.

3.2 Identification de la voie Wnt/B-caténine comme voie dominante dans P’EMT
médiée par la suppression de LY75 dans le CEO

L’analyse IPA des 6666 genes différemment méthylés découlant de RRBS a révélé leur
implication dans plusieurs fonctions biologiques en plus de la régulation de ’EMT (Figure
1.3). La voie Wnt/p-caténine et la voie TGF- sont sorties comme deux voies régulatrices de
ce changement phénotypique médié par LY75. Ces voies figurent parmi celles connues dans
la régulation de ’EMT ou elles activent I’expression des EMT-TFs dont le role principal est
la répression de la E-cad et autres marqueurs épithéliaux [466]. Cependant, I’analyse IPA
révéle aussi que ’EMT partage plus de génes en commun avec la voie Wnt/B-caténine que
la voie TGF-pB (Tableau 1.Al1 du chapitre 1). Ces résultats suggerent en effet que la voie
Wnt/B-caténine serait la voie activée lors de ’EMT des cellules du CEO médiée par la
modulation d’expression de LY75. Le traitement des cellules SKOV3-M/SKOV3-E et
OVCAR8-M/OVCARS-E par les inhibiteurs chimiques XAV939 et AB4568 des voies Wnt
et TGF-B respectivement montre que les cellules M traitées avec XAV939 affichent un
changement de morphologie semblable au phénotype des clones épithéliaux accompagné
d’une baisse de B-cat et N-cad et un enrichissement de E-cad. Alors que I’inhibition de la
voie TFG-B ne semble pas concurrencer la voie Wnt dans cette transformation phénotypique,
ce qui fait de la voie Wnt, la voie dominante dans ’EMT des cellules du CEO médiée par
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LY75. Comme exposé dans I’introduction, la voie Wnt s’active suite au recrutement du
ligand Wnt par le complexe FZD/LPR. Le complexe GSK-33/Axin/APC2 destructeur de la
[-caténine est réprimé suite a I’intervention de la protéine DVL. La B-caténine s’accumule
alors dans le cytoplasme et transloque vers le noyau pour activer la transcription de ses genes
cibles dont les EMT-TF [467] (Figure 11.5). Le statut de cette voie dominante a par la suite
été vérifié dans les deux modeéles de ’EMT ou on constate en effet, ’enrichissement et la
localisation nucléaire de la B-cat en présence de LY75 accompagnée de la baisse des
protéines destructrices ACP2 et Axin (Supplementary figure 1.S2 dans chapitre 1). La
perturbation de la signalisation Wnt a été rapportée dans plusieurs cancers incluant le cancer
colorectal [468], le cancer de la prostate [469] et le cancer de sein [470]. Dans le cancer de
I’ovaire il a été rapporté que le géne de la B-caténine (CTNNB1) est muté dans 16 a 54% des
cancers endométrioides de 1’ovaire [471]. Ces mutations peuvent aussi concerner les autres
membres de cette voie comme ¢’est déja observé pour les génes APC et Axinl dans les CEOs
[408]. En dehors des mutations, la voie Wnt est toujours observée active dans les CEOs de
type séreux représentée par la localisation cytoplasmique et nucléaire de la B-cat [472-474].
La voie Wnt/B-caténine est finement régulée par un ensemble d’antagonistes. On cite a titre
d’exemples les protéines secrétées liants les récepteurs FZD (SFRPs : secreted Frizzled-
related proteins), le facteur 1 inhibiteur de Wnt (WIF1: Wnt inhibitor facteurl), la cuticule
nue 1 (NKD1; Naked cuticle 1) qui s’associe aux protéines DVLs et la protéine dickkopf
(DKK) qui se lie au récepteur LPR. Comme on vient de voir que la voie Wnt est promotrice
de ’EMT on pourrait penser que les antagonistes de cette voie seraient aussi des inhibiteurs
de ’EMT. En effet, la restauration de WIF1 dans les cellules du cancer de la prostate inhibe
la progression du cancer en inversant ’EMT [475], de méme, une récente étude a montré que
’activation d’expression de DKK1 et SFRPs bloque I’EMT dans le CEO [476]. En outre,
nos résultats ont montré que LY75 maintient la voie Wnt active et donc le statut
mésenchymateux des cellules du CEO. Nous nous sommes donc questionnés sur le réle que
jouerait LY75 dans le maintien de la voie Wnt/p-caténine dans un statut actif et donc le
maintien de ’EMT. Ce récepteur du systéme immunitaire interagirait-il avec les antagonistes
de cette voie ou de ’EMT? Nous avons donc procédé a la recherche des partenaires
d’interaction de LY75 dans les cellules du CEO. Les résultats de I’immunoprécipitation

suivis par une analyse en spectrométrie de masse nous ont révélé 23 nouveaux partenaires de
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LY75. Ces partenaires sont identifiés dans 1’organisation du cytosquelette d’actine et/ou dans
les interactions cellules/cellules (Tableau 1.2 chapitre 1). La desmoplakine (DSP), AHNAK
(Neuroblast differentiation-associated protein : protéine associée a la différenciation des
neuroblastes et aussi a la plaque desmosomale) ainsi que la SPTBN1 (chaine de spectrine-p)
figurent parmi les partenaires de LY75. Il est intéressant de mentionner que ces trois
partenaires sont identifiés comme des inhibiteurs de la voie Wnt/B-caténine. En effet, bien
que le mécanisme d’action soit incertain, la protéine AHNAK est associée a la dégradation
de la B-caténine [477]. Une toute récente étude dans le cancer gastrique a rapporté que la
répression de AHNAK par le miR-93-5p favorise I’EMT via ’activation de la voie Wnt/f-
caténine [478]. La protéine SPTBN1 maintien la kallistatine et participe ainsi dans la
dégradation de la B-caténine donc dans 1’inhibition de la voie Wnt/p-caténine [479]. La DSP
maintient I’expression de la plakoglobine (également appelée y-caténine) qui est une protéine
desmosomale homologue de la B-caténine (46). La plakoglobine et la B-caténine partagent
les mémes partenaires d’interaction. La plakoglobine module la voie Wnt/B-caténine et peut
rivaliser la B-caténine dans I’interaction avec le TCF/LEF. Tenant compte de toutes ces
informations, nous proposons que la mécanistique de LY75 dans le maintien de la voie
Whnt/B-caténine active serait via ses partenaires d’interaction. D’un c6té, LY 75 réorganiserait
le cytosquelette d’actine et les interactions cellules-cellules via son interaction avec entre-
autre la desmoplakine et autres protéines régulatrices des jonctions cellulaires. La rupture de
ces interactions conduirait a la libération de f-caténine membranaire. D’un autre coté, LY 75
séquestre les inhibiteurs de la voie Wnt/p-caténine (AHNAK, DSP et SPTBN1) et protege
ainsi la B-caténine de la dégradation et favorise son enrichissement et sa translocation au
noyau pour induire 1’expression des EMT-TFs. La figure A.2 illustre le modele que nous
proposons pour la régulation de "EMT par LY75. En résumé, LY 75 exprimée par les cellules
mésenchymateuses interagit avec ses partenaires dont les protéines desmoplakine, AHNK et
spectrine-p connues pour leur régulation négative de la voie Wnt/B-caténine. Or, nous avons
montré précédemment que LY75 maintient cette voie active dans les cellules
mésenchymateuses du CEO. Dans cet ordre d’idées nous pensons que LY75 séquestre ces
inhibiteurs potentiels de la voie Wnt afin de la maintenir active. En présence de LY75, la
voie Wnt étant active dans la cellule mésenchymateuse, la protéine B-caténine s’accumule

dans le cytoplasme et transloque au noyau pour finir par activer la transcription des genes
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impliqués dans ’EMT, comme par exemple SNAIL, TWIST et ZEB. Ces génes ont pour role
la répression des protéines épithéliales. La répression principalement de la E-cad va libérer
d’avantage la B-caténine emprisonnée dans la membrane plasmique pour transloguer de
nouveau vers le noyau et maintenir la voie Wnt active qui a son tour va promouvoir ’EMT.
Nous assistons donc & un profil mésenchymateux. A ’inverse, la déplétion de LY 75, 1éve la
séquestration sur les partenaires inhibiteurs de la voie Wnt. Il en résulte alors I’inactivation
de Wnt/B-caténine. Les genes cibles de cette voie ne s’expriment plus. La répression des
EMT-FTs (SNAIL, ZEB et TWIST) engendre d’un coté 1’arrét d’expression des marqueurs
mésenchymateux (vimentine, N-cadhéring, fibronectine...) et d’un autre c6té, la réexpression
de la E-cadhérine et autres marqueurs épithéliaux. La B-caténine va se relocaliser a la
membrane plasmique pour étre impliquée dans les jonctions cellulaires avec la E-cadhérine.
Pour maintenir cet équilibre, I’excés de B-caténine est dégradé constamment par le complexe
destructeur Axin/APC/GSK-3p. La nouvelle cellule réorganise alors son cytosquelette et ses
interactions avec les cellules voisines via 1’apparition des jonctions adhérentes et des

desmosomes pour finaliser sa transition mésenchymato-épithéliale.

3.3 Etude in vivo du potentiel métastatique et de la résistance au traitement des cellules
SKOV3en EMT

Dans I’étude portant sur le chapitre 2 nous avons utilisé le modéle SKOV3 de '’EMT/MET
(SKOV3-M/SKOV3-E) médie par la modulation de I’expression du géne LY75 pour étudier
in vivo le potentiel métastatique et la résistance au carboplatine des cellules SKOV3 en EMT.
Pour ce faire, dans une premiere phase de I’étude, nous avons injecté par voie orthotopique
IB les cellules SKOV3-M, SKOV3-E ou un mix (1:1) SKOV3-M/E dans trois groupes de 5
souris SCID immunodéficientes tel que décrit dans le schéma expérimental (Figure A.3). Les
résultats de cette premiére phase (Figure 2.1A) montrent que les cellules SKOV3-E et les
cellules Mix (SKOV3-M+SKOV3-E) seraient plus susceptibles de développer des tumeurs
que les cellules mésenchymateuses SKOV3-M. En effet, les cellules SKOV3-M prennent le
double de temps nécessaire aux cellules SKOV3-E et mix pour induire les tumeurs et
métastases observées qui aboutissent a la mort de I’animal. Ces résultats n’étaient pas
attendus. En effet, on s’attendait est ce que les cellules SKOV3-E forment plus rapidement
les tumeurs aux sites primaires (ovaires injectés) mais on ne s’attendait pas a ce que ces

cellules épithéliales causent plus rapidement les métastases observées. En effet, PTEMT est
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un processus réversible par lequel les cellules épithéliales perdent leur polarité apicale -basale
et leur adhérence cellule-cellule pour devenir des cellules mésenchymateuses plus fusiformes
avec des capacités migratoires accrues. Au cours de ce processus, la E-cadhérine, un
composant important des jonctions adhérentes, est réprimeée ainsi que les occludines, les
claudines, 'EpCAM, l'intégrine a6p4, la famille des miR200s et différentes cytokératines qui
sont importantes pour la stabilisation des desmosomes. Simultanément, la vimentine, la
fibronectine, la N-cadhérine, les intégrines B1 et B3 et les MMPs sont régulées a la hausse
[480]. La regulation négative des génes épithéliaux et positive des genes meésenchymateux
observée est principalement due a un réseau complexe de facteurs de transcription de ’EMT
comme par exemple ZEB1/ZEB2, SNAIL SLUG et TWIST1/2 [319, 480, 481]. Comme
mentionné auparavant, ces différents facteurs répriment principalement la E-cadhérine en la
liant directement [329, 333]. Or, comme nous avons déja montré auparavant, les cellules
SKOV3-M présentent une forte expression des marqueurs mésenchymateux (N-cadhérine,
fibronectine, SNAIL et TWIST) et une répression des marqueurs épithéliaux (E-cadhérine,
EpCAM), alors que les cellules SKOV3-E issues de la répression de LY 75 sont quant a elles
dotées de plus de marqueurs épithéliaux par exemple la E-cadhérine, EpCAM mais manquent
de marqueurs mesenchymateux (N-cadhérine, fibronectine et SNAIL) [239]. Le role de
I’EMT dans les métastases est remis en question [482, 483]. En effet, la suppression des
facteurs de transcription de ’EMT: SNAIL et TWIST dans un modé¢le murin génétiquement
modifié d’adénocarcinome pancréatique n’a pas entrainé de changements significatifs quant
a la progression tumorale et aux métastases [484]. De plus, dans un autre modéle de cancer
de poumon, la surexpression des miR-200s ne ralentit pas le développement de métastases

pulmonaires [485].

3.4 Caractérisation du phénotype hybride des cellules SKOV3 en EMT

L’EMT a toujours été considérée comme un processus binaire avec deux populations
cellulaires bien distinctes: épithéliale et mésenchymateuse et qui est caractéerisée par la perte
d’expression du marqueur épithélial: la E-cadhérine et le gain d’expression des marqueurs
mésenchymateux: la N-cadhérine et la vimentine [444, 481]. Cependant, de plus en plus
d’études rapportent que I’EMT se fait de manicre progressive, et les cellules passent par des
états exprimant des caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses et présentant des

caractéristiques morphologiques transcriptionnelles et épigénétiques intermediaires entre les
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cellules épithéliales et mésenchymateuses. Ces états intermédiaires entre le phénotype
épithélial et complétement mésenchymateux sont appelés EMT hybride, partielle ou
incompléte [296, 299, 452, 486-488]. De plus, d’autres études rapportent que dans différents
cancers incluant le cancer de 1’ovaire que les cellules hybrides en culture in vitro présentent
des caractéristiques plus prolifératives et invasives [392, 452, 489, 490]. 1l a été aussi montré
que les IHCs de CEO de type séreux (le type le plus agressif) sont souvent positives aux deux
marqueurs : la E-cadhérine et la vimentine [451]. Les cellules SKOV3-E en effet, expriment
fortement et simultanément la vimentine et la E-cadhérine (Figure 2.3). Les IHCs de souris
SKOV3-E et Mix montrent également cet état hybride justifié par I’expression forte et
simultanée de la vimentine et de la E-cadhérine par comparaison au souris SKOV3-M (Figure
2.4). De plus, les tumeurs des animaux injectés par SKOV3-E et Mix montrent une
expression soutenue des genes OVOL2 et GRHL2 connus comme des facteurs de stabilité
phénotypique (FSPs). Ces FSPs répriment ZEB1 pour empécher la progression de ’EMT a
un état mésenchymateux complet et ainsi stabilisent les cellules dans un état hybride tel que
démontré auparavant par d’autres études [296, 487, 491]. Les tumeurs extraites des souris de
la phase 1 (Figure 2.5) montrent également une plus forte expression de GRHL2 et OVOL2
par rapport aux souris contréles (SKOV3-M). De plus, les rapports de OVOL2/ZEB1 ou
GRHL2/ZEB1 sont plus élevés dans les cellules SKOV3-E et mix en comparaison aux souris
contrbles SKOV3-M ce qui renseigne sur 1’état hybride des cellules SKOV3-E. Nous
pouvons donc considérer maintenant les cellules SKOV3-E comme étant des cellules
SKOV3-E/M (hybrides).

3.5 Lien entre PEMT hybride et le caractére souche des cellules cancéreuses

Il a été observé que les cellules hybrides sont plus agressives que les cellules avec un état
mésenchymateux complet. Ce fait indique que I’EMT-partielle pourrait conduire a la
formation d’ascite et au développement de métastases péritonéales observées dans le CEO.
En effet, dans le CEO, les cellules hybrides (E/M) présentent des caractéristiques de CSCs et
peuvent stimuler la croissance tumorale [453]. La nouvelle théorie des CSCs affirme que les
cancers sont constitués de populations cellulaires avec des phénotypes différents. Ces cellules
possédent un potentiel tumorigéne élevé. Ces populations de cellules hiérarchiques sont
soutenues par des cellules initiatrices de tumeur appelées les CSCs [492, 493]. Ces CSCs ont

la capacité de s’autorenouveler et de donner naissances a plusieurs lignées différenciees

154



établissant ainsi une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle dans I’organisation
hiérarchique des tumeurs [494, 495]. Dans le cas du cancer de I’ovaire, les CSCs sont isolées
des tumeurs et de 1’ascite grace a des marqueurs spécifiques qu’elles expriment comme par
exemples ALDH, CD133 (PROM1), CD44, EpCAM, CD24, CD117 (C-KIT), LGRS5,
ABCG2, NANOG, OCT4 et LY6A [493, 496]. Tous ces marqueurs sont associés a
I’initiation et & la progression tumorale. Les cellules SKOV3-E/M expriment en effet les
marqueurs des CSCs qui sont derriére les caractéristiques invasives et de résistances aux
traitements observées in vivo. En effet, parmi les marqueurs des CSCs, ALDH1/2 (aldéhyde
déshydrogénase) est fortement exprimeée dans les CEOs les plus agressifs. 1l a été démontré
que les cellules ALDH" sont plus invasives et résistantes aux traitements que les cellules
ALDH" [497]. De méme, le marqueur ABCG2 (ATP-binding cassette, subfamily G,
member 2) est également associé au phénomeéne de résistance du CEO au
cis-diamminedichloroplatinum (cisplatin/DDP) grace a sa fonction d’oxydoréduction [498,
499]. PROM1 (prominine-1) aussi appelé CD133 est aussi connu pour ses roles dans le CEO
en lien avec la tumorigenese, les métastases et la résistance aux traitements. Une étude
récente dans un modeéle in vivo du cancer de ’ovaire a démontré que CD133 favorise
I’attachement des cellules cancéreuses métastatiques au mésothéliome, et que 1’abolition de
CD133 augmente le temps de survie des animaux [500]. EpCAM (Epithelial cell adhesion
molecules) est un autre marqueur des CSCs surexprimé dans les CEOs et étroitement lié a
I’invasion des cellules malignes issues de 1’ascite, & la chimiorésistance et a la réduction de
la survie des patientes avec un cancer de 1’ovaire [501]. EpCAM semble aussi compromettre
les traitements de chimiothérapie chez les patientes atteintes de CEO via la régulation
négative de 1’apoptose. De plus, il a été montré dans un modéle in vivo de souris, que les
agents de platine éliminent préférentiellement les cellules EpCAM", ce qui suggere que la
sous population de cellules EpCAM™ restante contribuerait a la récidive du CEO apres
traitement [502]. Le géne de pluripotence et d’auto-renouvellement BMI1 (B lymphoma
mouse Moloney leukemia virus insertion region 1) est surexprimé dans plusieurs cancers
incluant le cancer du sein [503], du poumon [504] et de 1’ovaire [505] ou il joue un réle dans
I’invasion et les métastases des tumeurs suite a son activité promotrice de I’EMT.
Récemment, BMI1 a aussi été identifié comme étant surexprimé dans le cancer endométrioide

OU Sa suppression est accompagnee par la répression de vimentine et I’expression de E-
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cadhérine affectant ainsi I’EMT. La répression de BMI1 est aussi corrélée avec la répression
des facteurs de pluripotence et de chimiorésistance tels que KLF4, SOX2 et MRP-1 [506].
Le cluster de différenciation CD44 est largement utilisé en combinaison avec d'autres
marqueurs pour isoler les CSCs des tumeurs solides [507, 508]. CD44 est un récepteur
membranaire de ’acide hyaluronique impliqué dans EMT en maintenant le niveau
d’expression de ZEB1 [509]. CD44 est largement utilise comme marqueur de surface pour
isoler les CSCs des cancers du sein, de la prostate, du pancréas, du colon et de 1’ovaire [510,
511]. Dans le cancer de I’ovaire, CD44 en combinaison avec d'autres marqueurs de surface
peut également distinguer plusieurs sous-ensembles de tumeurs en différenciant notamment
les phénotypes [392]. Cependant, il existe une contradiction dans la corrélation du niveau
d’expression de CD44 et le pronostic des différents cancers. En effet, dans plusieurs cancers,
CD44 joue un réle majeur dans l'initiation [512], les métastases [494, 513, 514] et la
promotion de la tumorigenése [515]. Ces observations sont toutefois controversées dans
d’autres cancers comme par exemple dans le cancer du sein [516] et de la prostate [517], ou
la forte expression de CD44 n’est pas associée a la carcinogenése [518]. De plus, CD44 est
exprimé dans presque toutes les cellules normales et cancéreuses ce qui conduit a des
divergences et ambiguités concernant les aspects fonctionnels du CD44 dans le pronostic de
la maladie et dans le maintien des CSCs [511]. La corrélation entre 1’expression des
marqueurs de surface des CSCs et le développement du cancer (initiation, progression et
meétastases) est remise en question et semble différer d’un type de cancer a un autre. En effet,
chaque marqueur montre un niveau d’expression indépendant et semble avoir une
coordination avec d’autres marqueurs dans le développement des cancers a différents stades.
Ainsi, plusieurs études ont rapporté que les cellules CD44*/CD117* ont le potentiel d’initier
le CEO [409, 519, 520]. Le potentiel tumorigénique de ces cellules semble s’accentuer avec
I’expression additionnelle de CD133 [507]. D’autres études rapportent aussi que les cellules
ALDH*/CD133*/EpCAM" ont le potentiel d’initiation, de propagation, de métastase et de
résistance au traitement dans le CEO [521, 522]. Les cellules CSCs sont egalement
caractérisées par I’expression des genes de pluripotence et dédifférenciation cellulaire tels
gue NANOG, OCT4, SOX2 et KLF4 [523, 524]. Il a été rapporté que les CSCs isolées de
tumeurs primaires de 1’ovaire, contiennent des niveaux élevés de NANOG et de OC3/4 et

correlent avec les CEOs de type séreux de haut grade et a la résistance au traitement. NANOG
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est suggéré comme biomarqueur pronostique pour la détection des CEOs de stades | et 1l
[525, 526].

Dans leur ensemble, nos résultats montrent que les cellules SKOV3-E/M (hybrides) sont
ALDH™"/CD133"*/EpCAM™ /NANOG*™*/OCT3/4**/CD44/BMI~ par comparaison aux
cellules SKOV3-M qui sont CD44"*/BMI™*/CD133"/NANOG*/OCT3/4*/ALDH/EpCAM".
Les cellules SKOV3-M présentent aussi les caractéristiques de CSCs. Cependant, ces
caractéristiques sont plus accentuées dans les cellules SKOV3-E/M (Figure 2.5) ce qui
explique le potentiel d’initiation, de métastase, et de résistance au carboplatine observé dans
notre modele in vivo. Le phénomene de résistance au traitement observé dans le CEO est
corrélé en partie avec la voie Wnt/B-caténine qui est une voie active et promotrice de ’EMT.
Il est aussi démontré que la signalisation Wnt/B-caténine maintient les CSCs dans le cancer
de I’ovaire [527-529]. La voie Wnt/B-caténine régule la prolifération cellulaire, la polarité,
la survie et le devenir des cellules souches dans 1’homéostasie des tissus embryonnaires et
adultes [530]. La B-caténine est le médiateur clé de la voie canonique Wnt/B-caténine. En
I’absence du ligand Wnt, la B-caténine est dégradée apres sa phosphorylation par le complexe
de destruction composé principalement des protéines Axinl, APC et de la kinase GSK3p. En
présence du ligand Wnt, le complexe de destruction est inhibé ce qui permet la translocation
de B-caténine au noyau et I’activation de la transcription des génes cibles via le complexe
TCF-LEF [530, 531]. De plus en plus de preuves montrent que la voie Wnt/B-caténine régule
de nombreux aspects clés dans le développement du cancer incluant le maintien des CSCs,
des métastases et la chimiorésistance [412, 413]. Dans I’article précédent (Chapitre 1) nous
avons montré que la voie Wnt/B-caténine pouvait étre épigénétiquement régulée durant
I’EMT médiée par LY75. En effet, LY75 maintient cette voie active et a son tour elle soutient
le statut mésenchymateux des cellules SKOV3-M, tandis que dans les cellules SKOV3-E la
voie Wnt/B-caténine est inactive [1]. Dans notre modele in vivo, contrairement aux souris
SKOV3-M, la voie Wnt/p-caténine semble aussi inactive dans les souris SKOV3-E/M
pourtant ce sont ces cellules SKOV3-E/M qui affichent le plus les caractéristiques des CSCs
et de résistance au traitement. Une récente étude suggére que la voie Wnt/B-caténine
compromet 1’évolution du CEO de haut grade en changeant le microenvironnement tumoral
entre-autre en réprimant les marqueurs de CSCs dont CD133 et en provoquant la
différenciation cellulaire. En effet, cette étude rapporte que le CEO de haut grade progresse
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plus agressivement dans un milieu riche en marqueurs de pluripotence cellulaire et exempt
de Wnt [415]. La voie Wnt/B-caténine est en effet fermée dans les cellules SKOV3-E/M. Ces
cellules hybrides expriment un niveau plus haut des marqueurs de CSCs et sont les plus

agressives pour la formation et les métastases des tumeurs.

3.6 Analyse du mécanisme de résistance des cellules hybrides SKOV3-E/M au
carboplatine

Les IHCs des souris SKOV3-E/M montrent que les cellules SKOV3 hybrides sont les plus
résistantes au carboplatine. En effet, elles présentent une forte expression des marqueurs de
dommage et de réparation de I’ADN (Y-H2AX, RAD51). Cependant, malgré la forte
expression des protéines d’apoptose (PUMA, caspase3 activée) et de la protéine d’arrét du
cycle cellulaire P21, nous constatons une plus forte expression du marqueur de prolifération
Ki67 dans les souris SKOV3-E/M par comparaison aux souris SKOV3-M. Ceci serait en lien
avec I’expression forte et soutenue du suppresseur de tumeur p53 dans les souris SKOV3-
E/M. En effet, il est rapporté que p53 est mutée dans au moins 50% des cancers humains
[532, 533]. En I’absence du stress cellulaire, I’expression de p53 de type sauvage (p53wt) est
maintenue a un niveau minimum par 1’ubiquitine ligase MDM2. Suite a un stress, p53 se
stabilise et s’active pour induire I’expression des génes de plusieurs mécanismes cellulaires
incluant les genes d’arrét du cycle cellulaire, d’apoptose, de sénescence, de suppresseur de
tumeurs, de réparation de I’ADN, d’autophagie ainsi que des génes impliqués dans les
mécanismes qui s’opposent & la reprogrammation oncogenique [534]. Le mutant p53 est
caractérisé par la perte de ces fonctions suppressives de tumeurs et un gain de fonctions
oncogéniques. Dans le CEOQ, il est généralement admis dans la littérature qu’une trés forte
expression, une trés faible expression ou une expression totalement absente de p53 est
corrélée avec la forme mutée de la protéine, alors qu’une expression intermédiaire entre ces
extrémes concernerait p53 wt [535, 536]. p53 mutée (p53mt) présente une plus grande
stabilité que p53wt du fait que cette forme mutée est incapable de se lier a I’'ubiquitine ligase
MDM?2 grace a I’interaction de P53mt avec les protéines chaperonnes HSP40\90 ce qui
conduit a I’accumulation de p53mt dans les cellules cancéreuses [537]. La protéine p53mt
devient la gardienne des cellules cancéreuses et veille au maintien de leur métabolisme et
leur homéostasie [538]. La résistance au traitement est la principale cause de I’échec de la

chimiothérapie dans le cancer de ’ovaire. Les mécanismes de résistance impliquant la
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protéine P21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1) figurent parmi les études réalisées afin de
percer le mystére de 1’échec du traitement observé dans le CEO. Sous le contrdle de p53, la
protéine P21 est surtout connue pour son réle inhibitrice des kinases dépendantes des cyclines
(CDK) permettant ainsi ’arrét du cycle cellulaire [539]. P21 peut toutefois favoriser la survie
cellulaire via la voie des PI3/AKT [540]. P21 peut donc réguler positivement ou
négativement le cycle cellulaire. Sous ’effet du cisplatine, P21 est surexprimée dans les
cellules du cancer de I’ovaire sous 1’induction de la voie PI3/AKT [541]. En effet, PI3/AKT
phosphoryle directement la thréonine 145 et la sérine 146 dans la partie C-terminale de P21
et stimule ainsi la prolifération cellulaire [542] en compromettant 1’association P21 et CDK
d’une part et en favorisant la stabilit¢ de P21 d’autre part [542]. Ces évenements de
phosphorylation induisent aussi la relocalisation cytoplasmique de P21 [543]. La relation
entre la localisation cytoplasmique de P21 et la résistance au cisplatine a été rapportée dans
plusieurs cancers comme par exemple le cancer testiculaire [544], le cancer du foie [545] et
le cancer du sein [546]. Dans le cancer de 1’ovaire, 1’expression de P21 cytoplasmique est
corrélée avec la progression tumorale et est considérée comme un biomarqueur de la
résistance au cisplatine [547]. P21 cytoplasmique peut aussi se lier aux protéines
apoptotiques telles que pro-caspase 3, caspase 8, caspase 9 et caspase 10 et inhiber leur
action. P21 peut également inhiber les kinases régulatrices de 1’apoptose SAPK (stress-
activated protein kinase) et ASK1(apoptosis signalregulating kinase 1) protégeant ainsi les
cellules cancéreuses de 1’apoptose [548, 549]. De plus, il est connu dans la littérature que
I’EMT et le cycle cellulaire sont couplés a différents stades et peuvent étre spécifiques a
certains types cellulaires. Il est rapporté notamment que certains facteurs régulent ’EMT et
le cycle cellulaire différemment. Plus précisément, il a été démontré que SNAIL initialise
I’EMT et augmente 1’expression de P21 alors que TWIST est activé a un stade ultérieur pour
maintenir ’EMT et réprimer P21 [550].Une récente étude suggere que les cellules présentant
une expression soutenue et forte de P21 subissent un arrét du cycle cellulaire et favorisent
I’EMT hybride [551]. Dans notre étude, suite au traitement par carboplatine, nous constatons
dans les souris SKOV3-E/M que 1’expression de p53 est soutenue ce qui suggere que cette
protéine est mutée et donc protégée de la dégradation par 1’ubiquitine MDM2, et que les
protéines apoptotiques sont fortement exprimées quoique le marqueur de prolifération Ki67

affiche un fort marquage témoignant d’un indice mitotique élevé. Nous remarquons aussi que
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la protéine P21 est fortement exprimée dans les souris SKOV3-E/M par comparaison aux
souris SKOV3-M. De plus, cette protéine du cycle cellulaire est de localisation
cytoplasmique et nucléaire dans les souris SKOV3-E/M ce qui explique la résistance au
traitement observée. Cette résistance au traitement est aussi constatée par la forte expression
de Ki67 dans les tumeurs isolées des souris SKOV3-E/M (figure 2.6).

La figure A.4 illustre le modele de la résistance des cellules hybrides au carboplatine. En
résumeé, dans une cellule normale, suite & un dommage a I’ADN, la protéine p53 s’exprime
en réponse a ces dommages et induit I’expression des genes de signalement et de réparation
de ’ADN (RADS51, DNApkc et Ku70) de méme que les génes d’apoptose (puma et bax) et
d’arrét du cycle cellulaire (p21) et dirige ainsi la cellule vers la réparation si les dommages
ne sont pas trés importants ou vers 1’apoptose dans le cas ou la réparation n’est pas possible.
p53 induit également I’expression de la protéine MDM2 responsable de sa rétro-régulation
par un mécanisme d’ubiquitination suivi de dégradation par le protéasome. La protéine p53
ainsi est considerée la gardienne du génome. Dans le cas d’une cellule cancéreuse (dans 50%
des cancers y compris le cancer de 1’ovaire) suite au dommage genéré par le traitement
(carboplatine dans ce cas), cette cellule induit I’expression de p53 mutée (mt-p53). Cette
forme mutée assure la survie de la cellule cancéreuse en induisant notamment 1’expression
des protéines de choc thermique et chaperonnes HSP90/40 (Heat shock proteins 90/40) afin
de bloquer son association avec la protéine régulatrice MDM2. Cette p53-mt provoque aussi
I’expulsion de p21 du noyau au cytoplasme suite a sa phosphorylation afin de contrer 1’arrét
du cycle cellulaire. Une fois dans le cytoplasme, p21 s’associe a la caspase 3 afin de bloquer
I’apoptose et de favoriser la prolifération de la cellule et sa résistance au traitement. La
protéine p53 mutée est donc la gardienne de la cellule cancéreuse (figure A.4).

Les cellules SKOV3-M sont tout aussi métastatiques et résistantes au traitement que les
cellules SKOV3-E/M (hybrides). Toutefois, les cellules SKOV3-M nécessitent plus de temps
pour induire les métastases que les cellules SKOV3-E/M. La voie Wnt/B-caténine semble
étre au coeur de cette plasticité cellulaire lors de ’EMT faisant de LY 75 un marqueur a la

fois oncogénique et suppresseur de tumeur selon 1’état de la cellule.
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Conclusion et perspectives

L’EMT a toujours été considéré comme un événement déclencheur des métastases dans
différents types de cancers. On a toujours pensé que les cellules épithéliales subissent une
transformation radicale mais réversible a travers le MET faisant de cette transition un
processus binaire. Les cellules sortantes de ’EMT sont de morphologie fusiforme et ne
présentent aucun contact avec les autres cellules. Elles jouissent de I’expression de marqueurs
dits mésenchymateux leur conférant la mobilité et le potentiel migratoire et invasif qui les
caractérisent. Ce processus binaire est aussi associé au cancer de 1’ovaire. Basé sur nos
modeles de PEMT médiée par la modulation d’expression de LY75, nous avons émis
I’hypothése que les cellules du CEO a phénotype mésenchymateux SKVO3-M/OVCARS8-M
exprimant LY75) seraient en effet plus agressives et plus chimiorésistantes que leurs clones
a phénotype épithélial (SKOV3-E/OVCARS-E) générés par LY75-KD. Ce potentiel
tumorigéene des cellules M du CEO serait expliqué par les modifications épigénétiques
affectant principalement la méthylation de I’ADN des génes impliqués dans les mécanismes
d’initiation, de propagation et de résistance aux traitements du CEO. L’analyse de
méthylation des cellules SKOV3 en EMT par RRBS nous a révélé effectivement que la
méthylation de I’ ADN est perturbée dans 6666 genes dont le statut de méthylation est inversé
entre SKOV3-M vs SKOV3-E. Parmi ces genes, un groupe de 10 candidats dont la
méthylation des CpGs et régions promotrices sont hautement perturbées (+ de 70%) a été
sélectionné. 11 s’agit des genes HOOK1, RAMP2, WNT3 et JMJD8 qui sont hypométhylés
dans SKOV3-M mais hypermethylés dans SKOV3-E et des génes: KLF4, CLDN5, IFFO1,
CEND1, EVX2 et APC2 qui sont hypermethylés dans SKOV3-M mais hypométhylés dans
SKOV3-E. Le profil de méthylation et d’expression de ces genes candidats a été validé par
plusieurs approches alternatives (BSP, gPCR et Western blot). Ces génes constitueraient de
potentiels biomarqueurs dans la détection précoce ou dans la thérapeutique du CEO.
L’analyse IPA des génes difféeremment méthylés nous a renseigné sur la signalisation
orchestrant cette EMT mediée par LY75 dans les cellules SKOV3. En effet, la voie Wnt/pB-
catenine semble dominer et gouverner cette transition dans les cellules SKOV3 et OVCARS.
Cette voie métastatique est en effet active dans les cellules M et inactive dans les cellules E
en corrélation avec la présence de LY75. En effet, nous pensons que le récepteur LY75

maintient cette voie active en séquestrant ses inhibiteurs. LY 75 s’associe a la voie Wnt pour
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garder les cellules dans leur état mésenchymateux via ses interactions avec les protéines du
cytosquelette d’actine. Contrairement a notre hypothése, 1’injection orthotopique IB des
cellules SKOV3-M et E dans un modele de souris SCID nous a revélé que les cellules
SKOV3-E sont en effet plus agressives quant a I’initiation, la propagation et la résistance au
carboplatine que leur forme parentale M. La caractérisation des cellules SKOV3-E a divulgué
leur nature hybride caractérisée par une grande plasticité et une vive analogie aux cellules
souches cancéreuses. Cette constatation a éclairé le mystere derriere leur agressivité face a la
formation, aux métastases et a la résistance au carboplatine observée dans le modéle animal
a 1’étude. Bien que les cellules mésenchymateuses (SKOV3-M) possédent un potentiel
métastatique élevé probablement via la voie Wnt/B-caténine, elles demeurent nettement
moins agressives devant ces cellules issues d’une EMT-partielle. En effet, les cellules
complétement mésenchymateuses nécessiteraient beaucoup plus de temps que les cellules
hybrides dans la genése des tumeurs et des metastases observées. Il est donc imminent de
mieux caractériser cet état hybride qui semble étre derriere la dissémination du CEO. Bien
que LY75 soit un gene cible pour I’immunothérapie dans différents cancers, son inhibition
dans le CEO semble générer des cellules hybrides avec des caractéristiques de CSCs
beaucoup plus dangereuses que les cellules en EMT totale.

Il serait intéressant d’étudier le réle de LY 75 dans d’autres types de cancers. Les résultats
préliminaires de sa déplétion ans les cellules H383 du cancer de poumons prédisent que ce
récepteur des cellules dendritiques pourrait jouer le méme role que celui observé dans le
CEO. Toutefois, ce role n’est pas confirmé dans les cellules MDA231 du cancer du sein
(Figure A.5). Afin de mieux comprendre la mécanistique de LY75 dans le maintien du profil
mésenchymateux et de la voie Wnt, il serait intéressant d’identifier ses autres roles dans la
cellule en lien avec sa localisation et son interaction avec des protéines nucléolaires qui sont
observées dans les cellules du CEO (Figure 1.5D et Table 1.2), du sein et de poumon (Figure
A.6). En effet, LY75 pourrait accomplir d’autres missions en lien avec la formation et/ou le
transport des ARN ribosomaux (ARNT).
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Annexes

Annexe 1
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Figure A. 1: Représentation des génes dont la région promotrice affiche une méthylation aberrante
suite au MET médiée par LY75 dans les cellules SKOV3.

A) Profil IGV des quatre génes sélectionnés hyperméthylés dans SKOV3-E par comparaison a

SKOV3-M. B) Profil IGV des six genes sélectionnés hypométhylés dans SKOV3-E par comparaison

a SKOV3-M.
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Annexe 2

Transition mésenchymato-épithéliale (MET)
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Figure A. 2 : lllustration du mode¢le de la régulation du MET et la voie Wnt/B-caténine par LY75.
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Annexe 3

Phase | - Injection Intrabursale (IB) des cellules du CEQ Phase ll— injection Intraperitonéale (IP) du carboplatine
60mg/kg/jour a~60-110jours poste —injectionIB des cellules

=% X5 dans chaque groupe expérimental . X5 dans chaque groupe expérimental

— I ] ' }
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Injection orthotopique 1B Imagerie VIS : tracabilité de la luciférase Injection IP de carboplatine

Figure A. 3: Schéma expérimental de 1’étude in vivo du role de ’EMT dans la dissémination du
CEO et la réponse au traitement.
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Annexe 4

Plasticité Epithélio-Mésenchymateuse (EMP)
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Figure A. 4: Modéle moléculaire hypothétique de la résistance des cellules SKOV3-E/M
Au traitement.
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Annexe 5

A
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Figure A. 5. Analyse du réle de LY75 dans d’autres cancers.

A) vérification par Western blot du niveau d’expression de LY75 dans différents types de cancer. B)
Images représentatives des cellules du cancer du sein MDA231 sh-ctrl et le clone sh-64 (ly75-KD.
C) Quantification par immuobuvardage (Western blot) des protéines LY75, N-cad, E-cad, B-cat,
Vim, EpCAM dans les cellules MDA-231 control et LY75-KD. B-caténine est utilisé comme un
contréle de chargement. D) Images représentatives des cellules du cancer de poumon H383 sh-ctrl
et le clone sh-64 (ly75-KD. E) Quantification par immuobuvardage (Western blot) des protéines
LY75, N-cad, E-cad, B-cat, Vim, EpCAM dans les cellules MDA-231 control et LY75-KD. B-
caténine est utilisé comme un contrdle de chargement.
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Annexe 6

MDA-231

H383

75 + Dapi Fibrillarin + Dapi Fibrillarin + 5+ Dapi

Figure A. 6: Analyse par immunofluorescence de la colocalisation nucléolaire de Ly75 et fibrillarin
dans les cellules du cancer du sein MDA-231 et les cellules du cancer de poumon H383.
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