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RESUME

Le cancer ovarien est le cancer gynécologique le plus mortel. Ce type de cancer
est habituellement dérivé de la surface épithéliale des ovaires et est trés difficile a
diagnostiquer. Par conséquent, la maladie est bien souvent a un stade avancé lors de son
diagnostique. Généralement, malgré une réponse initiale aux traitements actuels, le

développement de résistances ameéne des rechutes et la mort des patientes.

Les protéines de la famille des homologues Bcl-2 sont d’importants régulateurs de
I’apoptose. Bcl-X1, un homologue anti-apoptotique, est surexprimé dans la plupart des
cancers ovariens ce qui suggere que cette protéine pourrait &tre importante pour la survie
de ces cellules cancéreuses. Cependant, différentes études ont obtenus des résultats
contradictoires sur I’importance de Bel-X; dans la résistance a 1’apoptose des cellules de

cancers ovariens.

Notre étude a pour but de déterminer 1’importance de Bel-X;, pour la survie des
cellules de cancers ovariens. L’importance de cette protéine sur la survie des cellules de
cancer ovarien est évaluées dans des conditions adhérentes et non-adhérentes ainsi qu’en
réponse aux principaux agents chimiothérapeutiques utilisés dans le traitement de ce type

cancer, soit le taxol et un composé-platiné, le cisplatin.

D’abord, nous avons reconfirmé que la protéine Bcl-X est surexprimée dans les
cellules de cancer ovarien comparativement aux cellules épithéliales ovariennes

normales. Ensuite, pour évaluer le réle de Bcl-X dans les cancers ovariens, nous avons



modulé son expression dans différentes lignées via 1’utilisation de siRNA, pour diminuer
son expression, et d’un vecteur d’expression, pour la surexprimer. L’efficacité du siRNA
a été validée dans les lignées OVCAR-3, SKOV3ipl et CaOV-3 tandis que des clones
surexprimant la protéine ont été produits dans les lignées OVCAR-3 et COV-2.
Cependant, nous avons utilisé seulement les cellules OVCAR-3 pour les études des

fonctions de Bcl-Xp, par sa surexpression.

L’inhibition de I’expression de Bcl-X; par le siRNA induit de 1’apoptose dans les
trois lignées utilisées. De plus, nous avons évalué ’effet de cette perte d’expression sur la
sensibilité a 1’anoikose des lignées OVCAR-3 et SKOV3ipl. Les cellules OVCAR-3, qui
sont totalement insensibles a 1’anoikose, ne sont pas sensibilisées a cette forme
d’apoptose par la perte de Bcl-Xp contrairement au cellules SKOV3ipl, qui sont
sensibles a 1’anoikose et qui sont sensibilisées davantage par cette perte d’expression.
D’autre part, nous avons observé que la surexpression de la protéine Bcl-X inhibe la
prolifération des cellules OVCAR-3, slirement par une inhibition du cycle cellulaire.
Cette aspect devra étre étudié davantage pour évaluer I’impact de Bcel-X; sur le cycle
cellulaire. Finalement, nous avons démontré que Bel-X module la résistance au cisplatin

et au taxol dans les lignées utilisées.

Cette étude démontre que la protéine Bcel-Xp est importante pour la survie des

cellules de cancer ovarien.

Mots clés : Bcl-X;, cancer ovarien, apoptose, anoikose, sSiRNA



INTRODUCTION

1. Le cancer ovarien

Le cancer ovarien est le cancer gynécologique le plus 1étal (MOSS et KAYE,
2002; OZOLS et al., 2004) et touche, dans les pays développés, environ 1 femme sur 75
(BAIRD et KAYE, 2003; MOSS et KAYE, 2002). Environ 90% des cancers ovariens
proviennent des cellules de la surface épithéliale de I’ovaire (NESS et COTTREAU,
1999) et conséquemment, dans cet ouvrage, il sera question principalement des cancers
ovariens dérivés de la surface épithéliale. Le développement de cette maladie n’est pas
associé a des signes et symptdmes spécifiques ce qui rend difficile sa détection a des
stades précoces (BENEDET, 2000; OZOLS et al, 2004). Ainsi, ce cancer est
généralement diagnostiqué & des stades avancés (BENEDET, 2000; MOSS et KAYE,
2002; OZOLS et al., 2004) ce qui signifie généralement que des tumeurs sont alors
disséminées dans la cavité péritonéale (MOSS et KAYE, 2002; OZOLS et al., 2004).
Drailleurs, dans plus de 75% des cas de cancers ovariens, des métastases sont présentes
dans la cavité péritonéale lors du diagnostique (MOSS et KAYE, 2002). Les métastases
sont engendrées par des cellules se libérant de la tumeur primaire et qui se retrouvent
alors dans la cavité péritonéale ou elles peuvent adhérer sur les différents organes
présents dans la cavité et former des tumeurs secondaires (OZOLS, 2003). Le risque
d’étre atteint par cette maladie augmente avec 1’age (BENEDET, 2000; OZOLS et al.,
2004) et ce risque est plus grand chez les femmes ayant eu leur ménopause ou leur

premier enfant tardivement (BENEDET, 2000).



Principalement deux théories ont été€ proposées pour expliquer le développement
des cancers ovariens, soit I’ovulation incessante (FATHALLA, 1971) et I’hypothese des
gonadotropines (CRAMER et WELCH, 1983). Selon la théorie de I’ovulation incessante,
le bris répété de la surface épithéliale de 1’ovaire, lors de I"ovulation, et la prolifération
cellulaire post-ovulatoire améneraient I’accumulation de mutations dans les cellules
épithéliales et, ainsi, la formation de tumeurs (FATHALLA, 1971). Plus récemment, il a
été suggéré que I’ovulation favoriserait la formation et I’inclusion de kystes a partir de la
surface épithéliale qui constitueraient un environnement trés favorable au développement
du cancer (FEELEY et WELLS, 2001). L’utilisation de contraceptifs oraux, qui inhibent
I’ovulation, diminue le risque d’étre atteint de cette maladie, ce qui supporte la théorie de
Povulation incessante (BENEDET, 2000; OZOLS et al., 2004). Selon ’hypothése des
gonadotropines, 1’élévation des niveaux des gonadotropines (LH et FSH) lors de
Iinduction de 1’ovulation et dans les années suivant la ménopause favoriserait la
transformation des cellules de la surface épithéliale de I’ovaire (CRAMER et WELCH,
1983; OZOLS et al., 2004). D’autre part, il a été suggéré que I’'inflammation pourrait étre
une facteur important dans le développement des cancers ovariens (NESS et
COTTREAU, 1999) étant donné que I’inflammation semble contribuer au développement
des cancers et que 1’ovulation et les gonadotropines 1’induisent (NESS et COTTREAU,
1999; OZOLS et al, 2004). Les différentes théories ne sont pas exclusives et

possiblement d’autres facteurs contribuent au développement des cancers ovariens.

En général, le traitement des cancers ovariens est débuté par la chirurgie, pour

enlever le plus de tumeurs possible, et suivi par la chimiothérapie (BENEDET, 2000;



MOSS et KAYE, 2002; OZOLS, 2003; OZOLS et al., 2004; STUART, 2003). La
chimiothérapie standard de premiére ligne est une combinaison composé-platiné/taxane
(MOSS et KAYE, 2002; OZOLS, 2003; OZOLS et al., 2004; STUART, 2003). En
deuxiéme ligne, les agents utilisés sont variables et il n’y a pas de procédures standards
(MOSS et KAYE, 2002). Les composés-platinés les plus utilisés sont le cisplatin et le
carboplatin mais, récemment, ’utilisation du carboplatin est favorisée étant donné qu’il
est mieux toléré par les patientes (MOSS et KAYE, 2002; OZOLS, 2003). Le taxol est la
taxane généralement utilisée mais le docétaxel pourrait bien le remplacer étant donné
qu’il est moins neurotoxique que le taxol et d’une efficacité similaire (MOSS et KAYE,
2002; STUART, 2003). La réponse initiale a la thérapie est bonne (environ 80%) mais,
dans la plupart des cas, cette réponse est transitoire (MOSS et KAYE, 2002; OZOLS et
al., 2004; STUART, 2003) étant donné que la maladie réapparait généralement 18 a 28
mois post-traitement (STUART, 2003). De plus, suite a la rechute, la réponse a la
chimiothérapie de la majorité des patients est fortement diminuée (BENEDET, 2000)
étant donné que le cancer devient résistant aux différents agents chimiothérapeutiques
utilisés (MOSS et KAYE, 2002; OZOLS et al., 2004). La survie & moyen et long termes
est trés faible, soit de seulement 30 a 50% a 5 ans (MOSS et KAYE, 2002; OZOLS et al.,
2004) et de 25 a 30 % a 10 ans (OZOLS, 2003). Une détection au stade précoce de la
maladie, le développement de nouveaux agents anti-cancéreux plus efficaces,
I’optimisation de I’utilisation des agents actuels ainsi que des traitements spécifiques aux
anormalités présentes dans les tumeurs du patient permettraient d’augmenter les chances
de survie des patients atteints de cancer ovarien (MOSS et KAYE, 2002; OZOLS et al.,

2004). 11 est donc important d’approfondir nos connaissances sur la biologie des cancers



ovariens et sur les mécanismes qui régulent la mort cellulaire induite par les agents de

chimiothérapie.

2. Mécanismes d’actions des composés-platinés et du taxol

Comme il a été mentionné, les composés-platinés et le taxol sont les principaux
agents chimiothérapeutiques utilisés dans le traitement des cancers ovariens. Les
composés-platinés sont des molécules qui s’intercalent dans I’ADN et I’endommagent
(BAIRD et KAYE, 2003; CRUL et al., 2002; SIDDIK, 2003; WU et al., 2005). En
réponse a ces dommages, il y a soit réparation, tolérance ou induction de 1’apoptose
(BAIRD et KAYE, 2003). Le taxol et les autres taxanes sont des molécules qui lient les
microtubules et empéchent leur dépolymérisation donc leur fonctionnement normal
(AHN et al.,, 2004; ORR et al., 2003; SORGER et al., 1997; WANG et al., 2000). Les
microtubules sont essentiels lors de la division cellulaire pour la ségrégation des
chromosomes (SORGER et al., 1997) alors I’inhibition de leur dépolymérisation amene,
chez les cellules prolifératives, I’arrét en phase M du cycle cellulaire, plus spécifiquement
en métaphase, et, par la suite, I’induction de I’apoptose (AHN et al., 2004; SORGER et
al., 1997, WANG et al., 2000). Les mécanismes d’induction de I’apoptose par les
composés-platinés et par les taxanes sont plus ou moins bien connus mais il semblerait
qu’ils soient trés variables selon la nature des cellules, par exemple, au niveau de leur
statut de p53 (WU et al., 2005), et dans le cas des taxanes, selon les doses utilisées

(WANG et al., 2000). La figure 1 présente le mécanisme d’induction de I’apoptose par le



cisplatin dans les petites cellules de carcinomes de poumon LX-1. En figure 2, les

réponses a différentes concentrations de taxol sont présentées.
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Figure 1. Induction de ’apoptose par le cisplatin

Meécanisme d’induction de 1’apoptose par le cisplatin dans les petites cellules de

carcinomes de poumon LX-1. Figure tirée de WU et al. (2005).
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Plusieurs facteurs peuvent causer la résistance a la chimiothérapie. D’abord, les
cellules cancéreuses doivent étre exposées a une dose suffisante pour induire I’apoptose
sinon la thérapie est inefficace (BAIRD et KAYE, 2003). D’autre part, les cellules
cancéreuses peuvent posséder certaines altérations qui les rendent insensibles & la
thérapie. Cette résistance peut étre spécifique a& un agent chimiothérapeutique ou
généralisée a ’ensemble des drogues, selon 1’altération causant la résistance (BAIRD et
KAYE, 2003; ORR et al., 2003; SIDDIK, 2003). Dans le cas d’une résistance a un seul
agent, D’altération est généralement spécifique au mode d’action de la drogue. Par
exemple, une mutation de la B-tubuline au niveau du site de liaison du taxol peut inhiber
leur interaction et ainsi empécher 1’action de la drogue (ORR et al., 2003). Certaines
altérations peuvent engendrer une résistance a I’ensemble des agents
chimiothérapeutiques. La diminution de la prise des drogues par la cellule,
I’augmentation de I’efflux des drogues, la perte de 1’expression ou de ’activité de
protéines pro-apoptotiques et 1’augmentation de 1’expression ou de 1’activité de protéines
pro-survie sont les principales altérations pouvant engendrer ce type de résistance
(BAIRD et KAYE, 2003; SIDDIK, 2003). Dans le cas des cancers ovariens a des stades
avancés, les cellules arrivent a survivre en suspension ainsi qu’en présence de différents
agents chimiothérapeutiques malgré des mécanismes bien différents d’induction
d’apoptose, ce qui suggére que la cascade apoptotique de ces cellules pourrait étre
dérégulée. Etant donné que les cellules cancéreuses ont une trés grande instabilité
génomique et subissent de nombreuses mutations, il est possible que la résistance a la
chimiothérapie soit due a plusieurs altérations plutét qu’a une seule (BAIRD et KAYE,

2003).



3. L’apoptose

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus énergie-dépendant
hautement régulé qu’on retrouve chez la plupart des organismes multicellulaires
(REGULA et al.,, 2003; YASUHARA et al., 2003). Ce processus est essentiel au
développement et & I’homéostasie de ces organismes. Par exemple, dans le
développement du systeme immunitaire, les lymphocytes T reconnaissant les constituants
du soi sont éliminés par apoptose (CHAO et KORSMEYER, 1997). D’un autre c6té, un
mauvais contréle de la régulation de 1’apoptose peut contribuer au développement de
certaines pathologies comme le cancer et le Parkinson (THOMPSON, 1995). Dans le cas
des cancers, les cellules transformées devraient étre éliminées par apoptose mais elles
arrivent a échapper a I’induction de I’apoptose et peuvent ainsi causer un cancer. Dans le
cas du Parkinson, des cellules neuronales saines sont €liminées par apoptose ce qui cause
la maladie. Une cellule apoptotique posséde plusieurs caractéristiques particulieres qui
peuvent varier selon le type de stimuli apoptotique et son intensité. Au niveau protéique,
une multitude de protéines sont clivés par des protéases activées spécifiquement lors de
I’apoptose. Ensuite, la cellule apoptotique s’arrondie et sa membrane plasmique subit des
déformations (appelé€es «blebbing») et sa perméabilité s’accroit. Au niveau nucléaire, il y
a condensation et segmentation du noyau, et clivage de ’ADN par des nucléases
(WILLINGHAM, 1999). Ce clivage se fait uniquement au niveau de I’ADN

internucléosomal étant donné que I’ ADN nucléosomal est entouré par les histones ce qui



la rend inaccessible aux nucléases (BURGOYNE et al., 1974). Finalement, la cellule
meurt et devient ce qu’on appelle un corpuscule apoptotique. Dans un contexte in vivo, le
corpuscule apoptotique peut alors étre phagocyté. Contrairement & la mort d’une cellule

par nécrose, la mort par apoptose ne cause aucun dommage aux cellules environnantes

(CORY et ADAMS, 2002; WILLINGHAM, 1999).

L’apoptose peut étre induite par deux grandes voies, soit la voie intrinséque et la
voie extrinséque (LANE et al., 2004; OZOREN et EL-DEIRY, 2003; ZHIVOTOVSKY
et ORRENIUS, 2003), qui sont présentées schématiquement en figure 3 et 4
respectivement. D’abord, dans le cas de la voie intrinséque qui est aussi appelée la voie
mitochondriale, I’induction de 1’apoptose se fait par la relache de protéines contenues
dans I’espace intermembranaire des mitochondries. Les protéines ainsi relachées qui sont
connues a ce jour sont AIF, I’Endonucléase G, Omi (HtrA2), Diablo (Smac) et, la plus
étudiée, le cytochrome ¢ (DONOVAN et COTTER, 2004; REGULA et al., 2003). Dans
le cytoplasme, le cytochrome c¢ forme un complexe avec Apaf-1 et la pro-caspase 9. Ce
complexe appelé apoptosome permet le clivage de la pro-caspase 9 en sa forme active, la
caspase 9. Ensuite, la caspase 9 clive les pro-caspase 3 et 7 pour ainsi générer leur forme
active, les caspase 3 et 7 (KAUFMANN et EARNSHAW, 2000; REGULA et al., 2003;
ZHIVOTOVSKY et ORRENIUS, 2003). Les caspases, comme nous allons le voir dans la
prochaine section, sont des protéases produites sous une forme inactive et activée par leur
clivage et qui sont, la plupart du temps, les molécules effectrices de 1’apoptose
(EARNSHAW et al., 1999). D’autre part, comme nous allons le voir ultéricurement, les

protéines de la famille des homologues Bcl-2 effectuent une régulation importante de



I’activation de la voie mitochondriale (CORY et ADAMS, 2002). Outre le cytochrome c,
les protéines Omi, Diablo, Endonucléase G et AIF sont aussi relachés au cytoplasme lors
de I’activation de la voie mitochondriale. L’Endonucléase G et AIF transloquent alors au
noyau et induisent la dégradation de I’ADN, directement dans le cas de I’Endonucléase G
et indirectement dans le cas de AIF (DONOVAN et COTTER, 2004; REGULA et al.,
2003) tandis que Omi et DIABLO inhibent les IAP, qui sont des inhibiteurs des caspases
(REGULA et al., 2003). En ce qui concerne la voie extrinséque, I’induction de 1’apoptose
se fait par I’activation a la surface des cellules de récepteurs de mort cellulaire (ou death
receptor). Les récepteurs de mort cellulaire font partie de la superfamille des récepteurs
du TNF et les mieux connus sont le DR4 et le DR5, qui ont pour ligand le TRAIL, le Fas
(CD95), qui a pour ligand le FasL, et le TNFR1 qui a pour ligand le TNF-a. (RUDNER et
al., 2005). Cette activation se fait via I’oligomérisation de ces récepteurs en présence de
leur ligand ce qui permet le recrutement, au niveau de leur domaine cytoplasmique, de
protéines adaptatrices, comme le FADD. Les protéines adaptatrices recrutent la pro-
caspase 8 et/ou la pro-caspase 10 et amenent leur clivage en caspases 8 et 10 (BUDD,
2002; CORY et al., 2003; LANE et al., 2004; RUDNER et al., 2005). Tout comme la
caspase 9, les caspases 8 et 10 clivent les pro-caspases 3 et 7 ce qui produit les formes
actives, les caspases 3 et 7. De plus, les caspases 8 et 10 peuvent cliver le Bid, une
protéine pro-apoptotique de la famille des homologues Bcl-2, ce qui génére sa forme
active, le t-Bid (truncated Bid); cette activation de Bid, peut amener 1’activation de la
voie mitochondriale (KAUFMANN et EARNSHAW, 2000; PETROS et al., 2004,
RUDNER et al., 2005). L’activation directe des caspases 3 et 7 peut étre suffisante pour

induire ’apoptose dans certaines cellules tandis que dans d’autres, 1’apoptose peut étre
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dépendante de la participation de 1a mitochondrie (KAUFMANN et EARNSHAW, 2000;
RUDNER et al., 2005). Les événements survenant lors de ’activation d’un récepteur de
mort cellulaire sont variables selon I’identité du récepteur et de son ligand (BUDD,

2002).
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IR, UV Irradiiation

Figure 3. Voie intrinséque de ’apoptose

Schéma global de la voie intrinséque d’induction de I’apoptose. Figure tirée de

http://apoptosis.atcc.org:8080/SignalWeb/signaldb/intrinsic.jsp
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Figure 4. Voie extrinseque de I’apoptose
Schéma global de 1’apoptose induite par les récepteurs de mort cellulaire. Figure tirée de

http://apoptosis.atcc.org:8080/SignalWeb/signaldb/extrinsic.jsp
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4. Les caspases

Les caspases sont des protéases qui sont produites sous une forme inactive
appelée pro-caspase (se sont donc des zymogenes). La forme pro-caspase est composée
d’un pro-domaine en N-terminal suivi de la petite sous-unité () puis de la grosse sous-
unité (o) en C-terminal (EARNSHAW ef al, 1999). Comme il a été mentionné
précédemment, bien souvent lors de I’induction de I’apoptose, il y a activation des
caspases via le clivage des pro-caspases. Ce clivage permet a‘insi d’enlever le pro-
domaine et de générer les 2 sous-unités qui forment ensuite la caspase active qui est un
tétramere compos€ de deux sous-unités o et deux sous-unités 3 (EARNSHAW et al.,
1999; KAUFMANN et EARNSHAW, 2000). I existe au moins 12 caspases chez
I’humain, dont au moins 6 (les caspases 3, 6, 7, 8, 9 et 10) qui seraient définitivement
impliquées dans 1’apoptose (KAUFMANN et EARNSHAW, 2000). De plus, au moins
280 substrats des caspases ont été identifiés a ce jour (FISCHER et al., 2003). Certains de
ces substrats sont présentés dans le tableau 1. Les substrats des caspases posseédent un site
de reconnaissance plus ou moins spécifique a une caspase et la reconnaissance d’un tel
site permet ’hydrolyse par la caspase d’un lien peptidique situé du coté carboxyle d’un
résidu aspartate présent dans le site (EARNSHAW et al., 1999). Les caspases participant
a ’apoptose sont séparées en 2 groupes, soit les caspases initiatrices et les caspases
effectrices. Les caspases initiatrices (les caspases 8, 9 et 10) participent principalement 2
I’initiation de la cascade protéolytique lors de 1’induction de 1’apoptose tandis que les
caspases effectrices (les caspases 3, 6 et 7) participent plutdt au démantélement de la

cellule via le clivage d’une multitude de protéines (KAUFMANN et EARNSHAW,
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2000). Les caspases initiatrices ont donc comme substrats des protéines participant a
I’induction de I’apoptose comme le Bid, dans le cas des caspases 8 et 10, et les pro-
caspases 3 et 7, dans le cas des caspases 8, 9, et 10. Les substrats des caspases effectrices
sont beaucoup plus nombreux et diversifiés. Elles vont cliver, par exemple, des protéines
impliquées dans la réparation et la réplication de I’ADN, dans la régulation du cycle
cellulaire et la prolifération, dans 1’adhésion cellulaire, dans la transcription et dans la
régulation de ’apoptose. Le clivage de ces nombreux substrats va causer les différents
événements caractérisant 1’apoptose et aménent donc le démantelement et la mort de la
cellule (EARNSHAW et al,1999; FISCHER et al, 2003; KAUFMANN et
EARNSHAW, 2000). Parmi les nombreux substrats connus des caspases, le clivage de
certains substrats, comme la f-actine, semble spécifique a certains types cellulaires

(FISCHER et al., 2003).

Le niveau d’activité des caspases est régulé principalement & deux niveaux, soit
au niveau de leur activation par les deux voies d’induction de I’apoptose et au niveau de
la régulation de leur activité par des inhibiteurs (EARNSHAW et al, 1999). La
régulation des deux voies activant les caspases, principalement par la famille des
homologues Bcl-2, va étre discutée dans la prochaine section. L’activité des caspases
peut étre inhibée par certaines protéines et chez les mammiferes, cette inhibition se fait
par les protéines de la famille des IAP. Au moins 7 IAP ont été identifiées a ce jour; les
plus connues étant les cIAP, le XIAP et la survivine (AMBROSINI et al., 1997,
DUCKETT et al., 1996; LISTON et al., 2003; ROY et al., 1997, UREN et al., 1996). La

plupart des IAP lient et inhibent les formes actives des caspases 3, 7 et 9 (LISTON et al.,
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2003; REGULA et al., 2003; ROY et al.,1997). L’expression de ces protéines est variable
selon le type cellulaire; par exemple, la survivine semble étre plus exprimée dans les
tumeurs que dans les tissus normaux (AMBROSINI ef al., 1997). Les IAP permettent
donc d’inhiber 1’apoptose méme lorsqu’il y a activation des voies d’induction de
P’apoptose. Cependant, comme il avait été mentionné précédemment, les IAP peuvent
étre inhibées par les protéines Omi et Diablo (LISTON et al., 2003; REGULA et al.,

2003).

Malgré la grande importance des caspases, il peut y avoir, en réponse a certains
stimuli apoptotiques, apoptotse sans la participation des caspases (DONOVAN et
COTTER, 2004). Dans cette apoptose caspase-indépendante, AIF et I’Endonucléase G

auraient des roles importants.
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Tableau 1. Liste partielle de substrats des caspases

Clewvage  Responsible
Polvpeptides site caspase Proposed effect of cleavage Reference

Abundant evtoplasmic proteins

Gelsadin DOTDG 3 Calcium-insensitive actin cleavage 205,206
Ciag-2 SRVIVG ? Cyioskeleton searrangemont 7
Fodrin (Alpha H-speetrin) DETIVS 3 Plasma membrane blebbing 208,210,211, 211a, 366
DSLIDVE
Beta H-spectrin DEVDIS 3 Unknown 2ila
B-Catinin ? 3 deeCatenin binding and cell-cell contact 212,213
Cytokeratin 18 VEVIVA 36,7 kd 206,217
Abundant nuclear proteins

Lamin A VEIDYN & Nuclear laming dissssembly 12,44, 220, 223
Lamin B, VEWVIVS 6,73 Nuglear laming disassembly TO-12, 104, 220223
MNubia k4 36 Muclear shape changes 131,
HARNP proteins 9 3 ARNA processing 232

Cland C2
To-kDa protein of U1 saRNP DGPDIG 3 IRNA processing 336,233,234, 242
mdm?2 DVPDYC 3.6,7 Unbknown, sull binds p33 236,237
?&p?im;iaﬂ Factor Clarge DEVIVG 3 M-terminal fragment inhibis DNA 245246

sulbunit replication
Topoisomerase | DDVIY i Unknown 10, 226, 250,251

Protein kinases

PROCS MO M 3 Constitutively active kinase 253,254
[ DEVIVK E Constisutively sctive Rinase 155
PR C-related kinase 2 mrTooe 3 TWenstitutively setive kinase 156
PEN LOGTHS 3 Constitutively active kinase 2360
Calchumicalmodulin PAPDIA E Uinknown fumtion 257

dependent protein kinase IV
p? Lactivated kinase 2 SHVIYG i Constitutively active kingse 258, 2155
PITSLRE kinase o2-1 YVPIVS 3 Comstitutively active kinase 260, 261
Mstl kinase DEMDVS 7 Constitutively active kinase 263,264
Msi2 kinase DELD/S ¥ Constitutively active kinase 164
Focal adbesion kinase DOTDS 37 Loss of poatlin binding, 7 wans- 265-267

VEWIVS & location nucleus, 4 activity
MERK-1 DTVDG 3 IBinding to 14-3-3, A subcellular 268, 269, 370
distribution, constijutive activation
Weel kinase ? 37,8 Probably inactivation, leading to 272
Cdk aetivation

Tableau tiré de EARNSHAW et al. (1999).
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Tableau 1. Liste partielle de substrats des caspases (suite)

Cleavage  Hoesponsible

Palvpeptide site Caspase Proposed effect of deavage Reference
Pro-interfenkin-I8 LESDIN i Induces svnthesis of interfron 278
Ras GTPasg-activating DITVIDG 3 Inactivation of survival signaling fromm 271, 2712

protein extraceliular receptors
D4-GDP dissociation DELDS 3 No demonstrated effect 27
inhibitor
Protein phosphatase 24 DEOIDVS 3 TActivity loward non-cdk substrates 280
subuml A
Cviosolic phospholipase A,  DELDA 3 Activation I81-282
Stat | MELDG 3 ranscription afier imerferon o or y 283
NFeBips, pos % 3 INFrB-dependent transeription 284
B DRHDS 3 ienerates constitutve inhibitor 283
of NFxRB
Steroid response elemeni- DEPDYS 37 Neonphysiological cleavage 286, 338, 371
binding proteins SERDS
BCC LSVDR 3 Product facilitates ligand withdrawad- k¥
indduced apoplous
Calpastatin ALDIVS, 1,37 Drecrensed inhubition of calpain 380
LESDVF,
ALADS
p27hipt DPSDS 37 Lp27 tnovelin B-cdk complexes 288
Eb (retinoblastoma) protein - DEADG 3 Unopposed E2F-1 action 29, 29
L7 2 3 JUbiguitin Hgase, stablization of m
ecvelims A and B
Proteins Invelved in Human Genetic Dissases
Husntingion DEVDIL 37 Possible nonphysiological cleavage 203, 294
fef. 3713

Dentatorubral pallidalysian DELDG 3 Ko known effect 294,295
atrophy proten

Presenilin-| ARDIVE ¢ Unknown 266298

Prosenibin-2 DEYIVS 3 Generates antiapoplotic fragment 296,297, 2%

Apaptotic regulatory profeing '

B2 DAGDIV ? Generates proapoplotic fragment 301304

Bel-X, HLADS L3 (Generates proapopiotic fragment 305

FLIP, LEVDG 3810 Unknown 144, 147

Bid LOTDVG # Generates proapopiotic fragment 306, 307

Bax FIODR ? Unkoown 33

ICAD DEPDYE 3 Liberates active CAD endonuchease 308,309 312,345

Tableau tiré de EARNSHAW et al. (1999).
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5. La famille des homologues Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 sont d’importants régulateurs de 1’apoptose. Les
protéines faisant partie de cette famille ont deux caractéristiques communes, soit de
réguler I'induction de 1’apoptose et de posséder au moins un domaine BH (Bcl-2
homology domain). Ces domaines procurent les fonctions de régulations de I’apoptose de
ces protéines (PETROS et al., 2004; ; REGULA et al., 2003; SORENSON, 2004). De
plus, plusieurs homologues possédent un domaine hydrophobe en C-terminal, appelé
domaine TM pour domaine transmembranaire, qui est responsable de leur localisation
membranaire. Cette famille de protéines, composé d’au moins 20 membres chez les
mammiferes (KIRKIN ez al., 2004), se divise en deux grands groupes : le groupe des
homologues pro-apoptotiques et le groupe des homologues anti-apoptotiques. Comme
leur nom I’indique, les homologues pro-apoptotiques favorisent I’induction de 1’apoptose
tandis que les homologues anti-apoptotiques (pro-survie) 1’inhibent (CORY et al., 2003;
DONOVAN et COTTER, 2004; PETROS et al, 2004; ; REGULA et al, 2003). La
famille porte le nom du premier membre a avoir €té identifié, soit I’homologue Bcl-2, un
homologue anti-apoptotique qui posséde les 4 domaines BH et le domaine TM. Le géne
encodant la protéine Bcl-2 a été identifié dans un lymphome folliculaire de cellule B
humain ou il était surexprimé suite a une translocation chromosomale t(14;18)
(PEGORARO et al., 1984). Cette protéine, étant importante dans le développement des
lymphome des cellules-B, a donc ét¢é nommée Bcl-2 pour B cell lymphoma

(TSUJIMOTO et al., 1985).
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La régulation de I’induction de 1’apoptose par les protéines de la famille Bcl-2 se
fait principalement au niveau de la mitochondrie. La balance entre les homologues pro-
apoptotiques et les homologues anti-apoptotiques va déterminer, en partie, si il y a
activation de la voie mitochondriale d’induction de 1’apoptose (PETROS et al., 2004).
Comme il avait été mentionné précédemment, des protéines induisant 1’apoptose sont
séquestrées dans 1’espace intermembranaire des mitochondries et la formation d’un pore
au niveau de la membrane externe des mitochondries permet leur reldche au cytoplasme
ou elles sont en mesure d’activer la cascade apoptotique et ainsi causer 1’apoptose
(DONOVAN et COTTER, 2004; REGULA et al., 2003). La formation de ce pore est
principalement causée par 1’oligomérisation de la protéine Bax, de la protéine Bak ou de
la protéine Bok, des homologues pro-apoptotiques de la famille Bel-2 (CORY et al.,
2003; DONOVAN et COTTER, 2004; YAKOVLEV et al., 2004). Cependant, en
condition de survie, la balance penche vers les homologues anti-apoptotiques, tel Bel-2 et
Bcl-X; qui hétérodimérisent avec Bax, Bak et Bok ce qui inhibe 1’oligomérisation de ces
derniers et, par le fait méme, la formation des pores a la mitochondrie (CORY et al.,
2003; KIRKIN et al., 2004). La plupart des homologues anti-apoptotiques possedent les 4
domaines BH ainsi que le domaine transmembranaire (DONOVAN et COTTER, 2004;
PETROS et al., 2004). Les homologues pro-apoptotiques sont séparés en deux sous-
groupes, soit les homologues pro-apoptotiques & domaines multiples (Bax, Bak et Bok)
qui possedent les domaines BH1, BH2 et BH3 ainsi que le domaine transmembranaire et
qui participent a la formation des pores & la mitochondrie, et les homologues pro-
apoptotiques possédant seulement le domaine BH3 (Bad, Bim, Bmf, Bid, etc) qui

exercent leur fonction pro-apoptotique principalement en inhibant les homologues anti-
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apoptotiques par hétérodimérisation (CORY et al., 2003; DONOVAN et COTTER, 2004;
KIRKIN et al., 2004). Plusieurs homologues de la famille Bcl-2 et leurs domaines sont
présentés dans la figure 5. L’hétérodomérisation des homologues pro-apoptotiques a
domaine BH3-seulement avec les homologues anti-apoptotiques empéche la
séquestration des homologues & domaines multiples qui peuvent alors former des pores a
la mitochondrie pour ainsi amener 1’activation de la cascade apoptotique et induire
I’apoptose. Donc, les différents homologues exercent leurs fonctions principalement par
hétérodimérisation et, dans le cas des homologues pro-apoptotiques a domaines
multiples, par oligomérisation. L’expression et/ou 1’activité de certains homologues pro-
apoptotiques, principalement les homologues & domaine BH3-seulement, sont
augmentées en réponse a différents stimuli apoptotiques (CORY et al., 2003; CREGAN
et al., 2004). Par exemple, des dommages a I’ADN peuvent induire 1’activation de p53;
une activation importante de p53 ameéne, entre autre, une augmentation de 1’expression de
Puma (CREGAN et al., 2004; HAN et al., 2001) et Noxa (ODA et al., 2000), deux
homologues pro-apoptotiques & domaine BH3-seulement (VILLUNGER et al., 2003).
Normalement, une telle réponse améne ’inactivation des homologues anti-apoptotiques
et, ainsi, I’activation de la voie mitochondriale d’induction de I’apoptose. De plus, les
homologues Bcl-2 peuvent, dans certains cas, réguler ’activation de la voie extrinséque
(CORY et al, 2003; LANE et al, 2004; RUDNEY et al., 2005). L’induction de
I’apoptose par les récepteurs de mort peut étre dépendante de I’activation de la voie
mitochondriale par le tBid, un homologue pro-apoptotique a domaine BH3-seulement, et
dans une telle situation, les homologues Bcl-2 régule I’induction de I’apoptose par les

récepteurs de morts. Dans d’autre cas, 1’activation directe des caspase 3 et/ou 7 par la
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caspase 8 et/ou 10 est suffisante pour induire 1’apoptose; les homologues Bcl-2 n’ont

alors pas de role important sur la régulation de cette induction de I’apoptose (CORY et

al., 2003; RUDNEY et al., 2005).

anti-apoptotic

Bel2
Belx,
Hehw
Mcit
AVBM
BooiDiva
Hrid

pro-apoptotic

"miulli-gomain'

Figure 5. Famille des homologues Bcl-2

Plusieurs membres de la famille Bcl-2 sont présentés ainsi que leurs domaines. Figure

adaptée de RANGER et al. (2001).

6. L’anoikose

L’anoikose est une forme d’apoptose induite par 1’absence d’adhésion a une

matrice extracellulaire (ECM) convenable (FRISCH et FRANCIS, 1994; MEREDITH et
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al., 1993). Certains types cellulaires sont insensibles a cette forme d’apoptose; par contre,
les cellules épithéliales, comme les cellules OSE, sont particulicrement sensibles a cette
forme d’apoptose (BOUDREAU et al., 1995; FRISCH et FRANCIS, 1994; FRISCH et
al., 1996; MEREDITH et al., 1993). Les intégrines, des protéines hétérodimériques
composées d’une sous-unité o et d’une sous-unité P et présentes a la surface des cellules,
participent a la reconnaissance de ’ECM (BOUDREAU et al., 1995; MEREDITH et al.,
1993; STRATER et al., 1996; ZHANG et al., 1995). La réponse a cette interaction ECM-
intégrine est variable selon le type cellulaire, les sous-unités o et 3 composant I’intégrine
et le type I’ECM présent (GROSSMANN, 2002). En général, I’interaction ECM-
intégrine améne 1’agglomération des intégrines ce qui permet le recrutement par leur
domaine cytoplasmique des protéines FAK (FRISCH et al., 1996b; MIYAMOTO et al.,
1995; Zhang et al., 1995) et ILK (ATTWELL et al., 2000; DELCOMMENNE et al.,
1998) au niveau du domaine cytoplasmique des intégrines. Ce recrutement permet
I’autophosphorylation et donc 1’activation de ces kinases (DELCOMMENNE et al.,
1998; FRISCH et al., 1996; Zhang et al., 1995) qui aménent une cascade d’événements
qui meéne, entre autres, & ’activation des voies de survie PI3K/Akt (ATTWELL et al.,
2000; DELCOMMENNE et al., 1998; KHWAJA et al., 1997, RYTOMAA et al., 2000)
et MEK/ERK (CHEN et al., 1994; MIYAMOTO et al., 1995). L’activation de ces voies
favorise la survie de plusieurs fagons. Par exemple, Akt phosphoryle et inactive la
caspase 9; MEK et Akt phosphoryle Bad ce qui améne sa liaison a la protéine 14-3-3 qui
la séquestre; ERK1 et ERK2 phosphoryle Bcl-2 ce qui la protége contre la protéolyse
dirigée par les ubiquitines (STUPACK et CHERESH, 2002). La perte d’adhésion des

cellules & une ECM engendre donc la perte d’une multitude de signaux de survie. 11 est
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important de noter que les signaux de survie présentés dans cet ouvrage ne représentent
qu’'une partie des signaux générés par 1’adhésion des cellules a la matrice. La figure 6
présente une partie des signaux générés par les interactions ECM-intégrines et leur effet
sur la voie mitochondriale. Lors de la perte d’interaction ECM-intégrines il y a donc perte
d’une multitude de signaux de survie. De plus, les intégrines agglomérées interagissent
avec des composantes du cytosquelette ce qui le stabilise (MIYAMOTO et al., 1995).
Normalement, 1’homologue pro-apoptotique Bmf est séquestré dans le cytosquelette
d’actine via DLC-2 (DAY et al, 2004; PUTHALAKATH et al., 2001) tandis que
I’homologue pro-apoptotique Bim est séquestré dans les microtubules via DLC-1 (DAY
et al., 2004, PUTHALAKATH et al, 1999). Lors de perte des interactions ECM-
intégrines, le cytosquelette est déstabilisé et les protéines Bim et Bmf sont alors relachées
au cytoplasme et peuvent inhiber les homologues anti-apoptotiques (DAY et al., 2004;
PUTHALAKATH et al, 1999; PUTHALAKATH et al, 2001). D’autre part, le
détachement des cellules peut amener 1’activation de la caspase 8 par un mécanisme qui
n’a pas encore été parfaitement €lucidé ce qui contribue aussi a induire 1’anoikose
(FRISCH, 1999; RYTOMAA et al., 1999; RYTOMAA et al., 2000). En résumé, chez les
cellules sensibles a ’anoikose, lors de la perte d’adhésion & I’ECM, la relache
d’homologues pro-apoptotiques au cytoplasme, la perte de signaux de survie et/ou
P’activation de la caspase 8 induit la mort de ces cellules par apoptose (GROSSMANN,

2002). La plupart de ces événements sont présentées dans la figure 7.

En général, les cellules cancéreuses développent une résistance a I’anoikose et

peuvent alors survivre en suspension et se disséminer. L’acquisition de la résistance a
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I’anoikose est particuliérement problématique dans les cancers ovariens étant donné que
la mortalité causée par ce type de cancer est principalement due aux tumeurs secondaires

engendrées par des cellules ayant survécu en suspension donc résistantes a 1’anoikose.

Survie en condition
adhérente H

0 \

MEK/ERK PI3K/Akt Ctosquelette
d’actine

-

Figure 6. Survie des cellules en condition adhérente

Certains des signaux de survie générés par 1’interaction ECM-intégrines sont présentés
sur ce schéma ainsi que ’interaction des intégrines avec le cytosquelette d’actine. Les
différents éléments de cette figure peuvent étre intégrés a la figure 3, qui présente la voie
intrinséque de 1’apoptose, pour une meilleure compréhension des mécanismes

intracellulaires régissant 1’anoikose.
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Figure 7. Induction de I’anoikose

La perte d’interaction ECM-intégrines dans les cellules épithéliales ameéne la perte de
signaux de survie et la déstabilisation du cytosquelette ce qui induit 1’apoptose des
cellules. Les différents éléments de cette figure peuvent étre intégrés a la figure 3, qui
présente la voie intrinseque de I’apoptose, pour une meilleure compréhension des

mécanismes intracellulaires régissant 1’anoikose.
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7. La protéine Bel-Xj,

Bcl-Xy est une protéine anti-apoptotique de la famille Bcl-2 encodée par le gene
Bel-X et, comme la plupart des homologues anti-apoptotiques, elle posséde les 4
domaines BH ainsi que le domaine TM (BOISE et al., 1993; DONOVAN et COTTER,
2004; PETROS et al., 2004). 11 existe au moins 3 isoformes encodées par le gene Bcl-X
et générées par €pissage alternatif, les plus connues étant 1’isoforme long, Bcel-X, et
I’isoforme court, Bcl-Xs (BAN et al., 1998; BOISE ef al., 1993; GONZALEZ-GARCIA
et al., 1995). Bcl-Xs, contrairement a Bel-X;, exerce des fonctions pro-apoptotiques étant
donné 1’absence des domaines BH1 et BH2 qui sont encodés par I’exon absent chez son

ARNm (BOISE et al., 1993; COULTAS et STRASSER, 2003).

Dans une multitude de types cellulaires cancéreux et normaux, il a été démontré
que la surexpression de Bcl-X;, inhibe 1’induction de ’apoptose par différents stimuli
apoptotiques (FIGUEROA et al., 2004; GAJATE et al., 2000; LEBEDEVA et al., 2000;
LIU et al., 1998; MINN et al., 1998; SCHMITT et al., 1998; WILLIAMS et al., 2005;
XU et al., 1999) tandis que I’inhibition de son expression la favorise (GUENSBERG et
al., 2002; LEBEDEVA et al., 2000; OZVARAN et al., 2004; TAYLOR et al., 1999;
ZHANG et al., 2003). De plus, dans certains types cellulaires, I’inhibition de I’expression
de Bcl-Xy, peut induire 1’apoptose sans stimulus apoptotique (HON et ;al., 2004; LEECH
et al., 2000; LIU et al., 2005; OZVARAN et al., 2004; SMYTHE et al., 2002). Par
rapport a I’anoikose, il a été démontré que 1’inhibition de 1’expression ou la surexpression

de Bcl-X;, module la sensibilité a I’anoikose des cellules intestinales de rats IEC-18;
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I’inhibition de son expression les sensibilise (COLL et al, 2002) tandis que sa

surexpression les protége (ROSEN et al., 2001).

Dans les cancers ovariens, une certaine controverse existe par rapport a
I’'importance de Bel-X sur la résistance aux différents stimuii apoptotiques. D’abord, il a
été observé que Bcl-Xp est surexprimé dans les cancers ovariens comparativement aux
cellules normales d’ovaires (MARONE et al., 1998) ce qui suggere que cette protéine
pourrait étre importante pour les cellules de cancers ovariens. Cependant, par rapport a
ces fonctions, certaines études in vitro ont démontré que la surexpression de Bcl-Xp
protége les cellules de cancer ovariens contre I’induction de 1’apoptose par différents
stimuli (LIU et al., 1998; WILLIAMS et al., 2005) contrairement & d’autres études ou
cette surexpression n’a pas d’effet protecteur (BEALE et al., 2000; ROGERS et al.,
2002; ROY et al., 2000). Fait surprenant, la surexpression de Bcl-Xp dans la lignée
A2780 avait des effets protecteurs face au cisplatin dans une étude (LIU et al., 1998)
mais n’en avait pas dans une autre (ROY er al., 2000). Des études portant sur la
surexpression de Bcl-X; dans des modeles de xénogreffes ont démontrés un effet
protecteur de la protéine face aux différents agents chimiothérapeutiques, tel le cisplatin
et le taxol (ROGERS et al., 2002; WILLIAMS et al., 2005). L’effet de I’inhibition de
Pexpression de Bel-Xp sur la sensibilité a différents stimuli apoptotiques a trés peu été
étudié dans les cancers ovariens. Dans une de ces rares études, la perte de Bel-Xp dans la
lignée A2780(100) via I’utilisation d’antisens ne sensibilisait pas ces cellules a différents
agents chimiothérapeutiques causant des dommages a I’ADN, tel le cisplatin (ROY et al.,

2000). A ce jour, une seule étude publiée porte sur le réle de Bel-X; dans la résistance a
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I’anoikose dans les cancers ovariens. Dans cette étude, les auteurs démontraient, via
I’utilisation d’antisens, que Bcl-Xp module la résistance a I’anoikose, 1’inhibition de son
expression sensibilisant les cellules HEY (carcinome ovarien humain) a cette forme
d’apoptose (FRANKEL et al., 2001). Malheureusement, I’effet de la perte de Bcl-X;, a
été¢ évalué dans une seule lignée et les contréles n’étaient pas complets (I’effet de
I’antisens n’a pas ét¢ contrdlé) ce qui laisse planer un doute sur la validité de ce résultat.
Dans la méme étude, une diminution des niveaux de Bcl-X, était observée lors de la perte
d’adhésion de cellules sensibles (cellules OSE) a ’anoikose tandis que des niveaux
stables étaient observés dans des lignées résistantes (cellules cancéreuses d’ovaires) a
I’anoikose (FRANKEL et al., 2001). Les résultats de cette étude suggeére néanmoins que

Bcl-X aurait un réle important dans la résistance a 1’anoikose dans ces cellules.

Dans la plupart des études citées, I’effet de I’inhibition de I’expression de Bel-Xi.
ou de sa surexpression était observé dans une seule lignée, ce qui, malheureusement,
n’empéchait pas les auteurs de tirer des conclusions générales sur les fonctions de cette
protéine dans les cancers ovariens. Les différences observées pourraient donc é&tre
attribuées & des conditions expérimentales différentes, dans certains cas, mais
principalement & ’utilisation de lignées cellulaires différentes. Dans les cancers ovariens,

Ieffet protecteur de Bel-X;, pourrait donc étre lignée spécifique.
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8. L’interférence a PARN

L’interférence a I’ARN (ARNI) est une réponse biologique aux ARN double-brin
(ARN(dD) et constitue, entre autre, une défense antivirale (HANNON, 2002; HANNON et
BROSSIL, 2004). Ce phénomene, présent dans la plupart des organismes eucaryotes
(HANNON, 2002), est médié par des duplexes d’ARN d’une taille de généralement 21 a
25 paires de bases générés par le clivage d’ARNdb de plus grande taille (HANNON,
2002; HANNON et BROSSI, 2004). Chez les mammiferes, ce clivage est médié une
RNase III dénommée Dicer (ELBASHIR et al., 2001). Les courts duplexes d’ARN, aussi
appelé siRNA (pour short interfering RNA), sont reconnus par des protéines qui menent
au recrutement d’un des brin du duplexe par un complexe protéique. Le complexe
résultant se nomme le complexe RISC (pour RNA-induced silencing complex) et améne
le clivage direct des ARN complémentaires au brin présent dans le complexe
(ELBASHIR et al, 2001; HANNON, 2002; HANNON et BROSSI, 2004). Les
différentes étapes de I’ ARNi sont présentées dans la figure 8. Les travaux de FIRE et al.
(1998) ont démontrés qu'un long dsRNA améne, chez C. Elegans, une diminution plus
importante de 1’expression d’un géne que ’utilisation d’un brin antisens seulement. Par la
suite, les travaux d’ELBASHIR et al. (2001) ont démontré que les ARNdb présents dans
les cellules de mammiferes sont clivés par une RNase III, nommeée Dicer, en siRNA qui
médient ensuite I’ARNi. L’ ARNi constitue donc une défense contre les virus a génome
constitué d’ARNdb car elle permet la dégradation des ARNm générés par ce type de
virus. D’autre part, la protéine PKR exerce aussi une défense contre ce type de virus.

Cette kinase reconnait les ARNdb d’au moins 30 nucléotides puis s’autoactive; PKR
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activée améne 1’arrét de la traduction ainsi que 1’activation des voies des interférons (o et

B) qui peuvent induire la mort cellulaire pour éliminer les cellules infectées et empécher

la propagation du virus (WILLIAMS, 1997).

L’utilisation d’ARNdb possédant un brin complémentaire & un ARNm cible
permet donc d’amener la dégradation de cet ARNm. A condition que I’ARNdb utilisé ne
posséde pas de région complémentaire a d’autres ARNm, seule I’ARNm cible va étre
dégradé. Pour I'utilisation d’ARNdb comme outil pour inhiber I’expression d’un geéne,
I’activation de la voie PKR est néfaste étant donné qu’elle améne des réponses non-
spécifiques, c’est pourquoi des ARNdb de moins de 30 paires de bases (siRNA), donc
incapables d’activer PKR, sont généralement utilisés (HANNON, 2002; HANNON et
BROSSI, 2004). La transfection de siRNA dans des cellules amene donc la dégradation
de PARNm cible et cause ainsi spécifiquement I’arrét de 1’expression de la protéine
encodée par cet ARNm. Ceci permet, entre autre, d’étudier les fonctions de cette protéine

dans les cellules d’intérét.
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Figure 8. Etapes de I’ ARNi

D’abord, les ARNdb sont clivés en siRNA par la protéine Dicer. Ensuite, les brins du
siRNA se séparent et forment le complexe effecteur RISC qui médie la dégradation des
ARNm complémentaires au brin d’ARN présent dans le complexe. Figure adaptée de

HANNON et ROSSI (2002).
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9. But

Le but principal de ce projet est d’évaluer I’importance de la protéine Bcl-X; dans
les cancers ovariens et plus spécifiquement dans la survie de ces cellules en condition
adhérente et non-adhérente ainsi que sur leur sensibilité aux principaux agents
chimiothérapeutiques utilisés dans la thérapie de ce type de cancer (composé-platiné et
taxol). Notre hypothése est que Bcl-Xp est fonctionnellement non-équivalent dans les
différentes lignées de cellules cancéreuses. Pour accomplir cette étude, nous allons
inhiber I’expression de Bcl-X;, dans différentes lignées de cancer ovarien via 1’utilisation
d’un siRNA et, d’autre part, nous allons la surexprimer via I’utilisation d’un vecteur de
surexpression. L’impact de I’inhibition et de la surexpression sur la survie des cellules
sera évalué dans différents contextes. De plus, le niveau d’expression de Bel-X; dans des

cellules OSE sera comparé au niveau d’expression dans des lignées de cancer ovarien.
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MATERIELS ET METHODES

10. Culture cellulaire et réactifs

La lignée de cancer ovarien OVCAR-3 et la lignée de cancer du col de 1’utérus
HeLa ont été obtenues de I’ American Type Culture Collection (Manassas, VA). La lignée
de cancer ovarien SKOV3ipl a été fournie par J. Price (MD Anderson Cancer Center,
Houston, TX). Cette lignée a été établie a partir d’ascites produits par une souris nu/nu
qui avait développé des tumeurs aprés 1’injection intrapéritonéale de cellules SKOV3. La
lignée SKOV3ipl a un phénotype plus agressif que la lignée SKOV3. Les lignées de
cancer ovarien CaOV-3, OV4 et UCI 101 ont été fournies par D.T. Curiel (Gene Therapy
Center, University of Alabama at Birmingham, AL). Les lignées COV-2 et COV-17 ont
établies a partir d’ascites de patientes atteintes du cancer ovarien et fournies par P.
Bessette du Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke. Les cellules épithéliales
d’ovaires normaux OVN-12T, OVN-13T et OVN-22T ont aussi été fournies par P.
Bessette. Les cellules épithéliales d’ovaires normaux NOV-31 ont été immortalisées et
fournies par Anne-Marie Mess-Masson (Université de Montréal, Montréal, Québec,
Canada). Les cellules SKOV3ipl, CaOV-3, OV4 et UCI 101 sont cultivées dans du
DMEM/F12 (Wisent, Saint-Bruno, Québec, Canada) contenant 10% de sérum foetal
bovin (FBS) (BioMedia, Drummondville, Québec, Canada) inactivé. Les cellules COV-2
et COV-17 sont cultivées dans du DMEM/F12 contenant 20% de FBS, les cellules
OVCAR-3 dans du RPMI 1640 (Wisent, Saint-Bruno, Québec, Canada) contenant 20%
de FBS et 10 pg/mL d’insuline (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) et les cellules

HeLa dans du DMEM (Wisent, Saint-Bruno, Québec, Canada) contenant 10% de FBS.
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Les cellules épithéliales d’ovaires normaux sont cultivées dans du Medium 199 / MCDB
105 (1:1) (Wisent, Saint-Bruno, Québec, Canada) contenant 10% de FBS. Tous les
milieux complets contiennent également de la L-glutamine (1%), de la pénicilline (100
U/mL), de la streptomycine (100 pg/mL) et de la fongizone (2,5 pg/mL)‘. Les cellules
sont maintenues dans un incubateur humidifié contenant 5% de CO,. Le cis-
diamminedichloroplatinium (cisplatin) a été acheté de chez Faulding (Montréal, Québec,
Canada) et le taxol de Bristol-Meyers (New-York, NY) a été fourni par le département de
chimiothérapie du Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (Sherbrooke, Québec,

Canada).

11. Culture cellulaire en suspension pour les essais d’anoikose

Des pétris 6 cm ont été recouverts de poly-2-hydroxyethyl méthacrylate (poly-
HEMA, 10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) dilué¢ dans de 1’éthanol
95%. Deux couches de 3 mL de solution de poly-HEMA sont appliquées et I’éthanol est
évaporé pendant environ 18 heures pour chaque couche dans une hotte a flux laminaire.
Deux lavages au PBS sont effectués avant 1’utilisation des pétris. Par pétri, 5 x 10°
cellules sont incubées dans 3,33 mL du milieu de culture complet approprié (1,5 x 10°
cellules / mL). Les cellules sont cultivées 3 jours avant d’effectuer I’essai ELISA (voir
plus bas) pour mesurer I’induction de I’apoptose. En parallele, des cellules sont cultivées

en condition adhérente comme contrble.
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12. Analyse protéique par immunobuvardage de type Western

Les extraits protéiques sont obtenus par la lyse pendant 30 minutes sur glace des
cellules avec un tampon isotonique NP-40 (283 mM KCl, 10 mM MgCl,, 50 mM Hepes,
4 mM EGTA, 0,6% Nonidet P-40, pH 7.2) contenant des inhibiteurs de protéases (1
pg/mL AEBSF, 2 pug/mL aprotinine, 0,7 ug/mL pepstatine A et 0,5 pg/mL leupeptine)
(Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). Le contenu protéique des échantillons est
mesuré par I’essai de dosage Bradford (Biorad, Hercules, CA). Pour chaque échantillon,
un volume de 30 pL contenant 30 pg de protéine est chauffé a 95°C pendant 5 minutes en
présence de [-mercaptoéthanol afin de dénaturer les protéines. Les échantillons sont
ensuite appliqués sur un gel de polyacrylamide 12% et la migration s’effectue a 120 V
pendant environ 1 heure. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de
PVDF (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Baie d’Urfé, Québec, Canada) pendant
environ 1 heure par I’application d’un courant de 300 mA. Les membranes sont ensuite
lavées avec du PBS-Tween 20 0,1% avant d’étre bloquées pendant 1 heure avec une
solution PBS-Tween 20 0,1% contenant 4% de lait (solution de blocage). Suite & leur
lavage, les membranes sont incubées pendant environ 18 heures avec 1’anticorps primaire
approprié dilué dans la solution de blocage. Les membranes sont ensuite lavées avec une
solution de PBS-Tween 20 0,1% puis incubées avec 1’anticorps secondaire approprié
(anti-IgG de souris ou anti-IgG de lapin couplé a la peroxydase HRP) (Jackson
ImmunoReseach Laboratories Inc, West Grove, PA). Finalement, aprés le lavage des
membranes, les protéines sont visualisées par chémiluminescence avec le ECL+ selon les
recommandations du manufacturier (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Baie d’Urfg,

Québec, Canada). Les anticorps primaires utilisés sont I’anti-Bcl-X; de Cell Signaling
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(Beverly, MA), I’anti-caspase 3 de BD Biosciences (Mississauga, Ontario, Canada),
I’anti-PARP de Cell Signaling (Beverly, MA) et ’anti-a-tubuline de Sigma-Aldrich
(Oakville, Ontario, Canada). Les anticorps anti-Bcl-X et anti-PARP sont des anticorps
de lapin tandis que 1’anti-caspase 3 et I’anti-a-tubuline sont des anticorps de souris. Les
anticorps primaires ont ¢té utilisés a une dilution de 1:1000 sauf ’anticorps anti-o-

tubuline qui a été utilisé a une dilution de 1:40000.

13. Analyse par RT-PCR du niveau des ARNm encodant Bcl-X;, et Bel-Xg

Les ARN totaux sont extraits des cellules d’intérét avec le TRIzovl (Invitrogen Life
Technology, Burlington, Ontario, Canada) selon les recommandations du manufacturier.
La transcription inverse des ARN est effectuée avec ’AMV Reverse Transcriptase
(Promega, Madison, WI) & partir d’amorces oligo-dT (Invitrogen Life Technology,
Burlington, Ontario, Canada). L’amplification par PCR des ADNc de Bcl-X|, et de Bcl-
Xs est effectuée avec I’amorce sens 5’-ATGTCTCAGAACCGGGA-3’ et ’amorce anti-
sens 5’-TCATTTCCGACTGAAGAGTGA-3’. L’amplification de I’ADNc de la B-actine
est effectuée avec 1’amorce sens 5’-GAGCTGCGTGTGGCTCCCGAGG-3’ et I’amorce

anti-sens 5°’-CGCAGGATGGCATGGGGGAGGGCATACCCC-3".

14. Analyse de I’expression et la localisation de Bcl-X; par immunofluorescence
indirecte sur lame
Les cellules a analyser sont ensemencées sur une lame & microscope stérile. Apres

environ 24 heures d’incubation, les cellules sont lavées au PBS, fixées a -20°C avec du

méthanol pendant 10 minutes puis conservées a 4°C dans du PBS (les cellules fixées
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peuvent étre conservées ainsi jusqu’a 3 semaines). Les cellules sont traitées pendant 5
minutes sur glace avec une solution de PBS contenant 0,1% de Triton X-100 afin de les
perméabiliser puis lavées avec du PBS froid. Ensuite, les lames sont bloquées pendant 45
minutes avec une solution de PBS BSA 2% (solution de blocage). Suite au blocage, les
lames sont incubées pendant 1 heure avec I’anticorps anti-Bcl-Xp (Cell Signaling,
Beverly, MA) dilué 1:500 dans la solution de blocage. Les lames sont ensuite lavées avec
du PBS froid puis incubées pendant 45 minutes dans le noir avec 1’anticorps secondaire
anti-IgG de lapin couplé a 1’Oregon-Green (Molecular Probes, Eugene, OR) dilué 1 :500
dans la solution de blocage. Toutes les étapes subséquentes sont effectuées dans le noir.
Apres I’incubation avec 1’anticorps secondaire, les lames sont lavées avec du PBS froid
puis incubées 3 minutes avec une solution PBS contenant 0,5 pg/mL de DAPI (Roche
Molecular Biochemicals, Laval, Québec, Canada). Les lames sont lavées avec du PBS
froid puis une goutte de milieu de montage (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada)
est ajoutée sur la zone qui sera observée puis recouverte par une lamelle de verre. Les
cdtés de la lamelle sont scellés sur la lame avec un fixatif transparent. Finalement, les

lames sont visualisées avec un microscope a fluorescence Olympus 1X70.

15. Production et transfection des siRNA

Les siRNA produits in vitro ont été synthétisés avec le Silencer™ siRNA
Construction Kit d’Ambion (Austin, TX) selon les procédures fournies par le
manufacturier. Le brin sens de chaque duplexe correspond une séquence AA(N)9 de la
région codante de I’ARNm de Bcel-X;, (GenBank accession no. NM 138578) a I’exception

du siRNA #6 qui correspond seulement a une séquence (N)19 et qui posséde donc deux
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extrémités non-complémentaires. Les différents siRNA ciblent les séquences suivantes de
la région codante du ARNm de Bcel-Xy; #1: nucléotides 58-78, #2: nucléotides 371-391,
#3: nucléotides 458-478, #4: nucléotides 469-489, #5: nucléotides 523-543 et #6:
nucléotides 540-558. Le siRNA dirigé contre la GAPDH a été synthétisé a 1’aide
d’amorces qui étaient fournies dans le kit dont la séquence est inconnue. Les siRNA
synthétisés chimiquement ont été achetés de la compagnie IDT (Coralville, IA). Ceux-ci
sont le siRNA #4 ciblant I’ARNm de Bcl-X; (méme cible que le siRNA #4 d’ Ambion) et
un siRNA ciblant la séquence 5’-CGUACGCGGAAUACUUCGAUU-3’ de ’ARNm de
la luciférase. Les cellules OVCAR-3 sont transfectées en suspension tandis que les
cellules HeLa, SKOV3ip1 et CaOV-3 sont transfectées en condition adhérente, 24 heures
aprés leur ensemencement. La concentration finale du siRNA est de 50 nM et la culture
des cellules ensemencées et des cellules transfectées est effectuée dans un milieu sans
antibiotique et sans fongizone. Dans le cas des transfections de cellules en condition
adhérente, le nombres de cellules ensemencées est la quantité requise pour obtenir une
confluence d’environ 30-50% lors de la transfection. Pour les transfections en plaque 6
puits, dans le cas des cellules CaOV-3, 1,3x10° cellules sont ensemencées par puit et,
dans le cas des cellules SKOV3ip1 et HeLa, 6,5x10" cellules sont ensemencées par puit.
Les cellules sont transfectées en plaques 6 puits avec un mélange contenant
Poligofectamine (Invitrogen Life Technology, Burlington, Ontario, Canada), ’optiMEM
(Invitrogen Life Technology, Burlington, Ontario, Canada) et le siRNA (sauf pour le
contrdle transfectant seulement) selon les recommandations du manufacturier. Pour les
transfections en pétri de 10 cm, dans le cas des cellules CaOV-3, 1x10° cellules sont

ensemencées et, dans le cas des cellules SKOV3ipl, 5x10° cellules sont ensemencées.
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Pour les transfections en condition adhérente dans les pétris de 10 cm, les
recommandations du manufacturier sont adaptées pour des plus grands volumes.
Briévement, le siRNA (18,5 uL de siRNA 20 uM) est dilué dans 1345 pL d’optiMEM
tandis que 29,5 uL d’oligofectamine est dilué¢ dans 80,5 pL d’optiMEM. Les deux
mélanges sont incubés 10 minutes avant d’étre combinés. Le mélange obtenu est incubé
20 minutes et pendant cette incubation, les cellules a transfecter sont lavées avec du
milieu de transfection (milieu sans FBS, sans antibiotique, sans fongizone). Suite au
lavage, 6 mL de milieu de transfection est ajouté au pétri puis le mélange
transfectant/siRNA y est ajouté. La transfection des cellules HeLa, SKOV3ipl et CaOV-
3 se fait donc dans un milieu sans FBS et, 4 heures post-transfection, la concentration en
FBS est ajustée a 10% avec du milieu contenant 30% de sérum (ajout de 0,5 mL par puit
de plaque 6 puits et de 3,7 mL par pétri de 10 cm). Pour la transfection de cellules
OVCAR-3 en suspension, 2,5x10° cellules contenu dans 9,6 mL de milieu de transfection
(RPMI 20% FBS, sans antibiotique, sans fongizone) sont inoculées dans un pétri de 10
cm immédiatement avant la transfection. Le siRNA (27,8 pL) est dilué¢ dans 1270 pL
d’optiMEM tandis que 44,3 uL d’oligofectamine sont dilués dans 121,7 L d’optiMEM.
Les deux mélanges sont incubés 10 minutes avant d’étre combinés. Le mélange résultant
est incubé 20 minutes puis ajouté aux cellules. Pour la validation de 1’efficacité des
siRNA, le contenu protéique des cellules est extrait 48 heures post-transfection et analysé
par immunobuvardage de type Western. De plus, dans le cas des cellules CaOV-3 et
SKOV3ipl, la validation a aussi été effectuée par immunofluorescence & partir de

cellules fixées 48 heures post-transfection. Pour les cellules SKOV3ipl, les effets des
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siRNA #1 et #4 d’ Ambion sur les niveaux des ARNm encodant Bel-X;, et Bel-Xg ont été

évalués a 48 heures post-transfection par RT-PCR.

16. Production des clones stables

Afin de générer un plasmide qui permet la surexpression de Bel-Xp, I’ADNc de
Bcl-X1 a été sous-cloné du vecteur pPORF/Bcl-X au vecteur pcDNA3 via 'utilisation des
enzymes de restrictions Notl et Xhol. Le vecteur pcDNA3 posséde un promoteur fort
CMYV qui permet I’expression constitutive du geéne sous son contrdle et possede le géne
néomycine qui permet la sélection des cellules transfectées. Les transfections de
plasmides sont effectuées avec le FuGENE 6 (Roche Molecular Biochemicals, Laval,
Québec, Canada) selon les recommandations du manufacturier. Bri¢vement, 2 ug d’ADN
(pcDNA3 ou pcDNA3/Bcl-X,) linéarisés (avec 1’enzyme de restriction Pvul) et 6 puL de
FuGENE 6 sont incubés pendant 1 heure dans un volume total de 100 uL puis ajouté aux
cellules a transfecter qui sont d’une confluence de 50-80%. Dans le cas des cellules
OVCAR-3, 6x10° cellules sont ensemencées dans des pétris de 6 cm, 48 heures avant la
transfection tandis que dans le cas des cellules COV-2 et SKOV3ip1, 5x10° cellules sont
ensemencées dans des pétris de 6 cm, 24 heures avant la transfection. Les cellules sont
incubées 5 jours avant d’étre réensemencées dans un pétri de 10 cm puis sélectionnées
pour les cellules transfectées stablement 24 heures plus tard avec du G418 (Invitrogen
Life Technology, Burlington, Ontario, Canada). Les doses de G418 utilisées pour la
sélection sont de 0,4 mg/mL pour les cellules SKOV3ipl, de 0,2 mg/mL pour les cellules
COV-2 et de 0,1 mg/mL pour les cellules OVCAR-3. Le milieu de sé€lection est changé a

chaque 3 ou 4 jours. Dans le cas des cellules COV-2 et OVCAR-3, la sélection a permis
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d’obtenir des cellules isolées qui, avec le temps, ont formé des ilots de cellules. Une
douzaine de ces ilots par plasmide (pcDNA3 ou pcDNA3/Bcl-X;) par lignée ont été
récupérés avec des anneaux de clonage puis mis en culture dans des puits de plaques 96
puits. Les clones ont été par la suite amplifiés par leur passage dans des contenants plus
grands (24 puits, 12 puits, 6 puits, T25 et T75) jusqu’a I’obtention d’au moins deux T75.
Malheureusement, dans le cas des cellules SKOV3ipl, un tapis de cellules transfectées
stablement a été obtenu plut6t que des ilots; par conséquent, I’ensemble des cellules a été
utilisé plutdt que des clones. Les clones stables et les populations stables ont ensuite été
analysés par immunobuvardage de type Western pour évaluer 1’expression de Bcl-X.
Les cellules transfectées stablement sont constamment maintenues dans le milieu de

sélection sauf lors des différentes expériences.

17. Coloration des cellules vivantes au cristal violet

Le milieu de culture contenu dans les puits de plaque 6 puits est d’abord enlevé et
ensuite, les puits sont lavés avec 3 mL de PBS. Les cellules sont fixées avec 1 mL de
solution Buffered-Formalde Fresh, 10% formaline (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ)
pendant 10 minutes. Le tampon est enlevé et les puits sont lavés avec 3 mL de PBS. Les
cellules vivantes sont colorées avec 1 mL de solution de cristal violet (1% cristal violet
dans éthanol 70%) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) pendant 15 minutes. Le
colorant est enlevé et les cellules sont lavées avec de 1’eau jusqu’a ce que 1’exces de
colorant soit enlevé. Finalement, les puits sont séchés pendant au moins 18 heures a ’air

libre. Pour évaluer I’effet de Bcl-Xi. sur les cellules CaOV-3 et les cellules SKOV3ipl,
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des cellules transfectées avec les siRNA (ou traitées seulement avec le transfectant) en

plaque 6 puits ont été colorées avec le cristal violet.

18. Essai de prolifération et de survie par XTT

L’essai XTT mesure 1’activité métabolique des cellules et permet ainsi de
d’évaluer indirectement la prolifération ou la survie cellulaire. En effet, le XTT, un sel de
tétrazolium, est réduit en un composé coloré par des enzymes mitochondriales de cellules
métaboliquement actives. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la
quantité de cellules métaboliquement active. En plus de permettre la mesure de la
prolifération, cet essai permet d’évaluer la survie cellulaire étant donné que les enzymes
mitochondriales sont inactivées rapidement lors de la mort cellulaire. Cet essai, effectué a
partir de cellules contenues dans des puits de plaques 96 puits, se déroule dans le noir, le
XTT réagissant a la lumiére. D’abord, 10 mg de XTT (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario,
Canada) sont dilués dans 10 mL de PBS puis incubés 30 minutes a 60°C. Ensuite, 10 mL
du milieu de culture appropri¢ (DMEM/F12 ou RPMI 1640) sans rouge de phénol
(Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) chauffé a 37°C et 15 pL de phénazine
méthosulfate (PMS) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) sont ajoutés a la
solution de XTT. Le milieu de culture est enlevé des puits & analyser et 100 pL de la
solution contenant le PMS et le XTT y sont ajoutés. Les plaques sont incubées 30
minutes puis 1’absorbance a 450 nm est mesurée a 1’aide d’un lecteur a microplaque. Les
courbes de prolifération sont obtenues en effectuant 1’essai XTT a différents temps apres
’ensemencement des cellules. Dans le cas des expériences avec les siRNA, 5x10°

cellules sont ensemencées par puit, 24 heures aprés leur transfection, tandis que dans les
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essais avec les clones stables, 2,5x10° cellules sont ensemencées par puit. D’autre part, le
pourcentage de survie est évalué en comparant 1’absorbance de cellules traitées avec une
drogue par rapport a ’absorbance de cellules non traitées. Pour les essais de survie,
1,5x10* cellules sont ensemencées par puit, les traitements avec les drogues sont débutés
24 heures post-ensemencement et les mesures sont prises 4 24 et 48 heures post-
traitement. Dans les cas des expériences avec les siRNA, les cellules sont ensemencées
24 heures apres leur transfection. Les concentrations de cisplatin utilisées sont de 5
pg/mL pour les cellules SKOV3ipl, les cellules CaOV-3 et les clones OVCAR-3 et de
1,25 pg/mL pour les cellules OVCAR-3 transfectées avec les siRNA. Les concentrations
de taxol utilisées sont de 15 nM pour les cellules SKOV3ip1 et les cellules CaOV-3 et de
500 nM pour les cellules OVCAR-3. Au moins 9 lectures sont effectuées dans au moins

deux expériences indépendantes pour chaque échantillon.

19. Mesure de Papoptose

Le kit Cell Death Detection ELISA de Roche Molecular Biochemicals (Laval,
Québec, Canada) permet de mesurer I’enrichissement des nucléosomes au cytoplasme et
ainsi d’évaluer ’induction de I’apoptose. Les cellules a analyser sont récupérées et lavées
au PBS avant d’€tre comptées puis lysées a 1’aide du tampon fourni dans le kit. Un
volume de lysat correspondant a 1’équivalent de 1x10° cellules est utilisé pour effectuer
I’essai. Deux mesures par échantillon sont effectuées et chaque expérience est répétée
deux fois pour 4 mesures au total. L’essai est effectué selon les recommandations du
manufacturier. L’ELISA est utilisé pour mesurer ’induction de 1’apoptose dans les

cellules transfectées avec les siRNA. Dans ces expériences, le contrdle utilisé est un lysat
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de cellules non transfectées (traitées avec le transfectant), cultivées en condition
adhérente en absence d’agent chimiothérapeutique et obtenu 3 jours aprés leur
ensemencement (2x10° cellules ensemencées dans un puit de plaque 6 puits). Pour les
différentes expériences en condition adhérente, 2x10° cellules sont ensemencées 24
heures post-transfection dans des puits de plaques 6 puits. Pour les cellules CaOV-3,
Ieffet des siRNA a été évalué a différents temps post-transfection, soit de 2 a 7 jours
post-transfections. Dans les cas des cellules SKOV3ipl et OVCAR-3, I’effet des siRNA a
été évalué a 4 jours post-transfection mais aussi en réponse aux drogues. Pour les essais
de sensibilité, les cellules sont traitées avec le cisplatin ou le taxol 48 heures apres leur
réensemencement. Les concentrations utilisées de drogues sont, dans le cas du cisplatin,
de 5 pg/mL pour les cellules SKOV3ipl et de 1,25 pg/mL pour les cellules OVCAR-3 et,
dans le cas du taxol, de 15 nM pour les cellules SKOV3ip1 et de 500 nM pour les cellules
OVCAR-3. Pour les essais d’anoikose, les cellules SKOV3ipl et OVCAR-3 sont
réensemencées 24 heures post-transfection dans des pétris de 6 cm de polyHEMA et

cultivées pendant 3 jours (voir la section X) avant d’effectuer 1’essai.

Alternativement, 1’apoptose a été mesurée par iodure de propidium en cytométrie
de flux. La fluorescence de I’iodure de propidium est augmentée par sa liaison a I’ADN
double-brin. Ainsi, I’essai iodure de propidium en cytométrie de flux permet d’évaluer le
contenu en ADN de chaque cellule. Lors de I’apoptose, I’ADN internucléosomal est
dégradé ce qui diminue la quantit¢é d’ADN présente dans la cellule. Les cellules
apoptotiques se situent en subGl sur le graphique portant le nombre de cellules en

fonction de leur fluorescence donc en fonction de leur contenu en ADN et le pourcentage
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de cellules en subG1 correspond au pourcentage de cellules apoptotiques. Cet essai, ainsi
que P’essai XTT, a été utilisé pour évaluer la sensibilité des clones stables aux cisplatin et
au taxol. Pour cet essai, 1,5x10° cellules ont été ensemencées dans un pétri de 10 cm et, 2
jours plus tard, le milieu de culture est changé pour du milieu contenant du cisplatin ou
du taxol. Le traitement au cisplatin est de 2 jours a 5 pg/mL tandis que le traitement au
taxol est de 3 jours a 500 nM. Suite a ces traitements, les cellules sont récupérées par
trypsinisation et lavées 2 fois avec du PBS puis resuspendues dans 0,5 mL de PBS.
Doucement, 4,5 mL d’éthanol 95% a 4°C est ajouté & la suspension cellulaire afin de
fixer les cellules. Les cellules sont conservées ainsi au moins 18 heures et jusqu’a 3
semaines a 4°C. Ensuite, deux lavages au PBS / BSA 1% sont effectués. Lors du
deuxiéme lavage, la suspension cellulaire est filtrée sur une maille de 40 pum puis le
décompte cellulaire est effectué. Les cellules sont centrifugées puis resuspendues dans
160 pL de PBS / BSA 1% par 10° cellules présentes. Les étapes suivantes doivent étre
effectuées dans le noir. Ensuite, 20 pL de solution 500 pg/mL iodure de propidium
(Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), 38 mM sodium citrate, pH 7,0 et 20 puL de
solution 10 mg/mL RNase A (Roche Molecular Biochemicals, Laval, Québec, Canada),
10 mM Tris-HCI, pH 7,5 sont ajoutés par 10° cellules présentes (il est crucial de
conserver ce ratio PI et RNase A par rapport au nombre de cellules). Le mélange est
incubé a 37°C pendant 30 minutes. Finalement, la fluorescence (en FL2) des cellules est

mesurée avec un FACS (BD Biosciences, Mississauga, Ontario, Canada).
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20. Analyse statistique
Les résultats sont exprimés selon la moyenne + 1’erreur standard. Une différence
est considérée statistiquement significative lorsque P est inférieur & 0,05 selon le test de t

Student non-pairé bilatéral.
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RESULTATS

21. Expression de Bel-Xy, dans les cellules OSE et les cellules de cancer ovarien

Afin de vérifier les niveaux d’expression de la protéine Bcl-X; dans les
différentes cellules épithéliales d’ovaires, normales et cancéreuses, 1’immunobuvardage
de type Western a été effectué a partir d’extraits protéiques obtenus de différentes
cellules humaines d’ovaires. Le tableau 2 présente les cellules utilisées ainsi que le statut
clinique des patientes lors du prélévement. Malgré que la détection de Bcl-X; n’a pas été
effectuée sur un seul et méme gel pour les différentes cellules, il est clair que les cultures
primaires de cellules normales et, & un degré moindre, dans la lignée de cellules normales
NOV-31, les niveaux d’expression de Bcl-X;, sont beaucoup plus faibles que dans les
lignées cancéreuses (figure 9). La détection de I’a-tubuline dans la lignée OV-4 est tres
faible ce qui suggere que moins de protéines ont été chargées pour cet échantillon donc le
niveau réel de Bcl-X; serait supérieur au niveau observé. Les cellules cancéreuses
d’ovaires analysées surexpriment Bcl-X; comparativement aux cellules normales

d’ovaires.

Tableau 2. Description des différentes cellules humaines d’ovaires analysées

Cellules Description

Normales OWN 12T Culture primaire de cellules OSE
OWN 13T Culture primaire de cellules OSE
OVN 22T Culture primaire de cellules OSE
NOV-31 Lignée de cellules OSE

Cancéreuses CaOV-3 Lignée cellulaire d'ovaires cancéreux, adénocarcinome
SKOV3ipl Lignée cellulaire dérivée des cellules SKOV3; phénotype plus agressif
(SKOV3: lignée cellulaire d'ovaires cancéreux, adénocarcinome, patiente répondant au cisplatin)
Ov4 Lignée cellulaire d'ovaires cancéreux
UCI 101 Lignée cellulaire d'ovaires cancéreux, adénocarcinome, patiente résistante au cisplatin
OVCAR-3 Lignée cellulaire d'ovaires cancéreux, adénocarcinome, patiente résistante au cisplatin

COV=2 Lignée cellulaire d'ovaires cancéreux, adénocarcinome disséminé, patiente répondant au cisplatin

COV-17 Lignée cellulaire d'ovaires cancéreux
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Figure 9. Expression de la protéine Bel-X;, dans des cellules humaines d’ovaires

Bel-X,

7 a-tubuline

L’analyse par immunobuvardage de type Western de 1’expression de Bcl-Xp a été

effectuée sur des extraits protéiques de cellules humaines d’ovaires. (A) Cellules CaOV-3

et cellules normales. (B) Cellules cancéreuses. La détection de I’o-tubuline a été

effectuée comme contréle de chargement.
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22. Sélection du siRNA

D’abord, six siRNA ciblant I’ARNm encodant Bcl-X, ainsi qu’un siRNA ciblant
I’ARNm encodant la GAPDH ont été produits a 1’aide du kit de la compagnie d’ Ambion.
Les régions ciblées de I’ARNm par les siRNA Bcl-X|, sont présentées a la figure 10 et la
position exacte de ces régions, dans le tableau 3. Les différents siRNA ciblent seulement
I’ARNm de Bel-Xp 4 I’exception du siRNA #1 qui cible a la fois PARNm de Bcl-Xy et
de Bel-Xs. Lefficacité des différents siRNA a été évaluée dans les cellules HeLa (figure
11A) ainsi que dans les cellules SKOV3ipl (figure 11B) par immunobuvardage de type
Western a partir d’extraits protéiques de cellules 48 heures post-transfection. Parmi les
différents siRNA, le #1 et le #4 sont les plus efficaces étant donné qu’ils amenent la
diminution la plus importante de 1’expression de Bcl-X;. Malheureusement, les anticorps
utilisés (3 anticorps différents) n’ont pas permis la détection de Bcl-Xs méme si ils
devaient reconnaitre cet isoforme, ce qui suggére que I’isoforme court n’est pas exprimée
suffisamment pour pouvoir le détecter par immunobuvardage de type Western. Donc,
afin de s’assurer que le siRNA #4 n’a pas d’effet sur I’ARNm de 1’isoforme court, ’effet
des deux siRNA #1 et #4, soit les siRNA les plus efficaces, a été évalué par RT-PCR a
partir d’ARNm isolés de cellules SKOV3ipl 48 heures post-transfection (figure 12).
Comparativement aux contrdles transfectant seul et sSiRNA GAPDH, les deux siRNA
Bcl-X; causent la disparition de ’ARNm Bcl-X;, ce qui correle avec les résultats
d’immunobuvardage de type Western, tandis que seul le siRNA #1 causent la diminution
de PARNm de Bcl-Xs. Le siRNA #4 sera donc le siRNA utilisé pour les différentes
expériences étant donné qu’il est le plus efficace des siRNA n’ayant pas d’effet sur Bcl-

Xs.
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ARNm de Bcl-Xj,

Figure 10. Cibles des différents siRNA Bcl-X,
Les régions ciblées par les différents siRNA sur I’ARNm de Bcl-XL sont présentées. Les
régions en noir représentent les séquences présentes chez les ARNm de Bel-X, et de Bel-

X tandis que la région en jaune représente la séquence présente seulement chez I’ARNm

de Bel-X.

Tableau 3. Positions des séquences de PARNm de Bel-Xj, ciblées par les différents

siRNA Bel-X;,

siRNA Bcl-X. | Position sur 'ARNm
58-78
371-391
458-478
469-489
523-543
540-558

OO, WN -
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Figure 11. Validation de I’efficacité des siRNA Bcl-X;, par immunobuvardage de

type Western

L’expression de Bcl-X; a été évaluée par immunobuvardage de type Western a partir

d’extraits protéiques de cellules HeLa (A) et de cellules SKOV3ipl (B) obtenus 48

heures apres la transfection avec les différents siRNA d’ Ambion (50 nM) ou le traitement

avec le transfectant seulement. La détection de 1’a-tubuline a été effectuée comme

contrdle de chargement.
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ADNec de Bel-Xg

Figure 12. Validation de D’efficacité des siRNA Bcl-X;, au niveau des ARNm par
RT-PCR

L’effet des siRNA Bcl-X;, #1 et #4 d’Ambion sur les niveaux des ARNm de Bcl-Xj, et
Bcel-Xg a été évalué par RT-PCR dans les cellules SKOV3ipl a partir des ARN totaux
extraits 48 heures apres la transfection. La détection de la B-actine a été effectuée comme

contrdle.

23. Validation du siRNA #4 dans les différentes lignées de cancer ovarien

Etant donné que les siRNA de la compagnie Ambion avaient une certaine toxicité
intrinseque (données non présentées), des siRNA synthétisés chimiquement par la
compagnie IDT sont utilisés pour la suite de 1’étude. Dans les différentes expériences, les
contrdles utilisés seront toujours des cellules traitées avec seulement le transfectant et des
cellules transfectées avec un siRNA ciblant ’ARNm de la luciférase. Les lignées CaOV-
3, SKOV3ipl et OVCAR-3 sont utilisées pour 1’étude de Bcl-Xp via 1’utilisation de
siRNA. Nous utilisons ces lignées car elles sont fréquemment employées comme modeles

pour I’étude des cancers ovariens et, de plus, elles expriment fortement Bcl-Xy, (figure 7).
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D’abord, I’efficacité du siRNA #4 a été évaluée par immunobuvardage de type Western a
partir d’extraits protéiques obtenus de cellules 48 heures apres leur transfection. Dans les
différentes lignées, la transfection du siRNA #4 ameéne une diminution trés importante de
I’expression de Bcel-Xp (figure 13). Cette inhibition, observée par immunobuvardage de
type Western est maintenue au moins pendant 5 jours dans les cellules SKOV3ipl
(données non-présentées). Pour les lignées CaOV-3 et SKOV3ipl, I’efficacité du siRNA
a aussi été confirmée par immunofluorescence a partir de cellules fixées 48 heures apres
leur transfection. Dans le cas des cellules CaOV-3 (figure 14), comparativement aux
cellules contrdles (figure 14B et 14C), le siRNA #4 (figure 14D) améne une diminution
globale, mais variable selon les cellules, de la fluorescence correspondant a Bel-Xi, (en
vert). En effet, on constate dans la figure 14D que la cellule située au bas (marquée par
un astérisque rouge) a perdu presque totalement le signal correspondant a Bel-X|, tandis
que dans les 2 cellules du centre (marqués par des fléches rouges), la diminution est
moins importante. De plus, certaines cellules ne semblent pas transfectées comme la
cellule du haut (marquée par une fléche blanche) ou la fluorescence est similaire a celle
des cellules contrdles (figure 14B et 14C). Dans les cellules SKOV3ipl (figure 15), le
siRNA #4 ameéne une diminution presque totale de I’expression de Bcl-Xp dans la
majorité des cellules (figure 15D). Cependant, comme dans les cellules CaOV-3,
certaines cellules ne semblent pas transfectées étant donné qu’une des cellules du champ
(marquée par un astérisque) a une fluorescence comparable a certaines cellules contrdles
(figures 15B et 15C). Les immunobuvardages et les immunofluorescences valident
I’efficacité du siRNA #4 a inhiber I’expression de Bcl-X; dans les 3 lignées d’intéréts.

Cet outil pourra donc étre utilisé pour étudier les fonctions de la protéine Bcel-X;.

54



A B siRNA
X
N
) & 2
& & & &
2 .\.v ,\0
RN % M
> Py §
N Q N

Bcl-X_ (26 kDa) Bcl-X_ (26 kDa)

a-tubuline (55 kDa) a-tubuline (55 kDa)

SKOV3ip1

Bcl-X, (26 kDa)

a-tubuline (55 kDa)

OVCAR-3

Figure 13. Effet du siRNA Bcl-Xp #4 sur ’expression de Bcl-X;, dans différentes
lignées de cancer ovarien

L’expression de Bcel-X; a été évaluée par immunobuvardage de type Western a partir
d’extraits protéiques de cellules CaOV-3 (A), de cellules SKOV3ipl (B) et de cellules
OVCAR-3 (C) obtenus 48 heures apres la transfection avec les siRNA d’IDT (50 nM) ou
le traitement avec le transfectant seulement. La détection de I’a-tubuline a été effectuée

comme contr6le de chargement.
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Figure 14. Effet du siRNA Bcl-X; #4 sur ’expression de Bcl-X;, dans les cellules
CaOV-3 observé par immunofluorescence

L’expression de Bcl-Xy a été évaluée par immunofluorescence (colonne de gauche sauf
pour A) a partir de cellules CaOV-3 fixées 48 heures apres le traitement avec le
transfectant (B) ou la transfection avec les siRNA d’IDT (50 nM), soit le siRNA
Luciférase (C) et le siRNA Bcl-Xp #4 (D). Le bruit de fond (A) a été obtenu via
I’utilisation de IgG idiotypiques plutét que 1’anticorps anti-Bel-Xp, a partir de cellules
traitées avec le transfectant seulement. La coloration des noyaux au DAPI a été effectuée
(colonne du centre) pour mettre en évidence les cellules présentes dans le champ. La

superposition des deux images est présentée a la colonne de droite. Grossissement de

1500X.
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Figure 15. Effet du siRNA Bcl-Xy, #4 sur ’expression de Bcl-X;, dans les cellules
SKOV3ip1 observé par immunofluorescence

L’expression de Bel-Xp a été évaluée par immunofluorescence (colonne de gauche sauf
pour A) a partir de cellules SKOV3ipl fixées 48 heures apres le traitement avec le
transfectant (B) ou la transfection avec les siRNA d’IDT (50 nM), soit le siRNA
Luciférase (C) et le siRNA Bcl-X; #4 (D). Le bruit de fond (A) a été obtenu via
I’utilisation de seulement I’anticorps secondaire a partir de cellules traitées avec le
transfectant seulement. La coloration des noyaux au DAPI a été effectuée (colonne du
centre) pour mettre en évidence les cellules présentes dans le champ. La superposition

des deux images est présentée a la colonne de droite. Grossissement de 1000X.
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24. Validation de la surexpression de Bel-X,

Pour le volet surexpression de Bcl-X;, les lignées utilisées sont les SKOV3ipl,
les OVCAR-3 et les COV-2. Le vecteur permettant la surexpression de Bcl-X; est
présenté dans la figure 16. Dans toutes les expériences de surexpression, les contrdles
utilisés sont les cellules parentales et des clones transfectés stablement avec le vecteur
pcDNAS3 sans insert. Dans le cas des cellules SKOV3ip1, la production des clones stables
surexprimant Bcl-X; a échoué. D’abord, il a été impossible d’obtenir des colonies isolées
et la population résultante ne surexprimait Bcl-X; que trés faiblement (données non-
présentées). Dans le cas des cellules OVCAR-3 et COV-2, une multitude de clones
indépendants ont été produits. Pour ces deux lignées, deux clones surexprimant Bel-Xp,
ont été sélectionnés pour effectuer les différentes expériences. Les niveaux d’expression
de Bcl-X| dans ces clones sont présentés en figure 17A pour les clones OVCAR-3 et en
figure 17B pour les clones COV-2. Malgré la validation de la surexpression, aucune autre
expérience n’a été accomplie avec les clones COV-2. La localisation de la protéine dans
les clones OVCAR-3 a été observée par immunofluorescence afin de s’assurer qu’elle
soit localisée convenablement pour qu’elle soit en mesure d’effectuer ces fonctions. En
comparant les clones surexprimant Bcl-X; au contréle parental (figure 18B) et au
contrdle pcDNA3 (figure 18C), on constate que le signal correspondant a Bel-Xp, (en
vert) est beaucoup plus intense dans les clones #4 (figure 18D) et #6 (figure 18E) et que
la distribution de ce signal leur est similaire. Ces résultats indiquent que, dans les clones

#4 et #6, la localisation de Bcel-X| est convenable et confirment sa surexpression.
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Figure 16. Vecteur pcDNA3 / Bel-Xy, #4 utilisé pour la surexpression de Bel-Xy,

ADNe¢ Bel-X;.

LS ]

Le vecteur pcDNA3 dans lequel ’ADNc de Bcl-X, a été inséré entre les sites Not I et

Xho I. Cette construction est utilisée pour surexprimer Bcl-X; dans différentes lignées

cellulaires.
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Figure 17. Surexpression de Bcl-Xy, dans les lignées OVCAR-3 et COV-2

L’expression de Bcl-Xp a été évaluée par immunobuvardage de type Western a partir
d’extraits protéiques de cellules OVCAR-3 (A) et de cellules CaOV-3 (B). L’expression
de la protéine dans des clones transfectés avec le vecteur pcDNA3 Bcl-X; est comparée a
I’expression dans la lignée parentale et dans un clone transfecté avec le vecteur vide. La

détection de 1’a-tubuline a été effectuée comme contrdle de chargement.
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Figure 18. Surexpression et localisation de Bcl-X; dans la lignée OVCAR-3
observées par immunofluorescence

L’expression et la localisation de Bcl-Xp ont été évaluées par immunofluorescence
(colonne de gauche sauf pour A) dans la lignée parentale OVCAR-3 (B), dans le clone
pcDNA3 (C) et dans les clones pcDNA3 Bcl-X;, #4 (D) et #6 (E). Le bruit de fond (A) a
été obtenu via ’utilisation de IgG idiotypiques plutdt que 1’anticorps anti-Bcl-Xy, a partir
des cellules OVCAR-3 parentales. La coloration des noyaux au DAPI a été effectuce
(colonne du centre) pour mettre en évidence les cellules présentes dans le champ. La
superposition des deux images est présentée a la colonne de droite. Grossissement de

1000X.
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25. Effet de la perte de Bcl-X, sur la prolifération

D’abord, nous avons mesuré 1’effet de la perte de Bcl-Xp sur la prolifération des
différentes lignées cellulaires en condition normale de culture a 1’aide de I’essai XTT.
Dans les cas des cellules CaOV-3, la prolifération des cellules transfectées avec le siRNA
Bcl-X; #4, donc les cellules ou ’expression de Bel-X), est inhibée, est ralentie a celle des
cellules contrdles (figure 19A). Cette différence statistiquement significative (test
student; p < 0,0005) est observée deés le premier jour et est maintenue aux différents
temps. Pour confirmer cette observation, la coloration des cellules vivantes avec le cristal
violet a été effectuée sur les cellules, 7 jours aprés leur transfection. Comparativement au
deux contrdles, beaucoup moins de cellules traitées avec le siRNA Bcl-Xi #4 ont été
colorées par le cristal violet (figure 19B). Ces deux expériences confirment que la perte
de Bcl-X; amene une diminution de la prolifération des cellules CaOV-3. De plus,
beaucoup plus de cellules probablement mortes flottaient dans les puits correspondant
aux cellules transfectées avec le siRNA Bcl-X, #4 que dans les puits contrles. La perte
de Bcl-X; semble donc induire la mort de cellules CaOV-3. Dans le cas des cellules
SKOV3ipl, aucune différence dans prolifération n’est observée par 1’essai XTT (figure
20A). Cependant, la densité optique maximale est atteinte au jour 5 et, par la suite, la
densité optique chute. Cette chute de la densité optique pourrait &tre due principalement a
deux facteurs soit a 1’atteinte de la confluence ou a de la mort cellulaire. Premiérement,
I’atteinte de la confluence inhibe la prolifération cellulaire et les cellules non-
prolifératives ont généralement une activité métabolique diminuée ce qui entraine ﬁne
chute de la mesure de densité optique par XTT. Deuxiemement, 1’apoptose et la nécrose

entrainent une diminution du nombre de cellules présentes et ainsi une diminution de la
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densité optique par XTT. Malheureusement, I’essai XTT ne permet pas de discriminer
ces deux facteurs. A 7 jours post-transfection, la quantité de cellules vivantes colorées au
cristal violet est beaucoup plus importante dans les cellules contrdles que dans les
cellules transfectées avec le siRNA Bcl-X; #4 (figure 20B). De plus, les puits
correspondant aux cellules traitées avec le siRNA Bcl-X;, #4 contenaient beaucoup plus
de cellules flottantes que les puits contrdles. Ces observations suggérent que la perte de
Bcl-X, entraine la mort de cellules SKOV3ipl. La diminution de la densité optique par
XTT sembleraient donc étre causée par une atteinte de confluence pour les cellules
contrbles et a de la mort cellulaire pour les cellules traitées avec le siRNA Bcel-X; #4.
Une mesure directe de 1’apoptose a différents temps suite a la transfection aurait permis
de vérifier cette hypothése. Finalement, dans le cas des cellules OVCAR-3, la perte de
I’expression de Bcl-X n’affecte pas la prolifération cellulaire mesurée par XTT (figure
21). Malheureusement, la coloration au cristal violet n’a pas été effectuée avec cette
lignée. Cependant, malgré un tapis cellulaire comparable, il semblait y avoir plus de
cellules possiblement mortes qui flottaient dans les puits ou 1’expression de Bcl-X était
inhibée. La perte de I’expression de Bcl-Xp semble donc induire de la mort cellulaire

dans les 3 lignées mais de fagon plus importante dans les cellules CaOV-3.

26. Effet de la perte de Bcl-X|, sur la survie en condition adhérente

La perte d’expression de Bcl-X; semble amener de la mort cellulaire,
possiblement par apoptose, dans les 3 lignées de cancer ovarien étudiées. Pour confirmer
cette hypothése, nous avons mesuré 1’enrichissement des nucléosomes au cytoplasme,

donc I’induction de I’apoptose, a 1’aide de I’essai ELISA cell death detection. L’induction
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de I’apoptose ainsi mesurée est augmentée dans les lignées étudiées lors de la perte
d’expression de Bcl-X;, (figure 22) et ce, de fagon statistiquement significative (test
student; CaQV-3 et SKOV3ipl: p < 0,005; OVCAR-3: p < 0,05). De plus, I’induction de
I’apoptose dans le temps a été mesurée pour les cellules CaOV-3 (figure 23). Cette
expérience démontre que 1’induction de 1’apoptose dans les cellules CaOV-3 se fait trés

rapidement suite a la perte de I’expression de Bcl-X.

27. Effet de la perte de Bcl-X;, sur la cascade apoptotique en condition adhérente
Etant donné que la perte de 1’expression de Bel-Xy. induit ’apoptose, nous avons
vérifié les conséquences de cette inhibition sur certaines protéines impliquées dans la
cascade apoptotique dans les lignées SKOV3ipl et CaOV-3. Pour ce faire, des extraits
protéiques obtenus de cellules 3 jours post-transfection ont été utilisés pour accomplir des
immunobuvardages de type Western. D’abord, dans les cas des cellules SKOV3ipl
(figure 24A), la transfection du siRNA Bcl-X;, #4 améne comme prévu une chute trés
importante du niveau d’expression de Bel-X;. L’intensité de la bande correspondant a la
pro-caspase 3 est relativement similaire dans les différentes conditions mais elle semble
légerement plus faible dans les cellules traitées avec le siRNA Bcl-X;, #4 (la diminution
de la pro-caspase 3 est causée fort probablement par sont clivage en caspase 3 active). De
plus, le PARP, un substrat de la caspase 3, est clivé seulement dans les cellules traitées
avec le siRNA Bcl-X;, #4. Dans le cas des cellules CaOV-3 (figure 24B), la transfection
du siRNA Bcl-Xp, #4 cause une diminution importante de 1’expression de Bcl-X;, mais
aussi une diminution de la pro-caspase 3 qui est corrélé avec un clivage marqué du

PARP. Ces observation suggerent que la perte de Bel-X;, amene 1’activation de la cascade
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apoptotique dans les lignées SKOV3ipl et CaOV-3 et que cette activation, a 3 jours post-
transfection, serait plus importante dans les cellules CaOV-3. Ces résultats confirment
que la perte de Bcl-Xy induit de I’aoptose mais de fagon différente selon les différentes
lignées cellulaires. Ceci suggere que la fonction de Bcl-Xp est non-équivalente d’une

lignée & 1’autre dans la régulation de 1’apoptose.
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Figure 19. Effet de la perte de Bcl-X|, sur la prolifération des cellules CaOV-3

L’effet de la perte de I’expression de Bcl-X;, causé par le siRNA #4 a été évalué sur la
prolifération des cellules CaOV-3 par un essai de prolifération XTT (A) et par la
coloration des cellules vivantes a 7 jours post-transfection avec le cristal violet (B). Dans
le cas I’essai XTT, les cellules ont été ensemencées 24 heures apres leur transfection. Les
données sont présentées avec 1’écart type obtenu sur les 10 lectures provenant de deux

expériences indépendantes.
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Figure 20. Effet de la perte de Bcl-Xy, sur la prolifération des cellules SKOV3ipl

L’effet de la perte de 1’expression de Bcl-Xy, causé par le siRNA #4 a été évalué sur la
prolifération des cellules SKOV3ipl par un essai de prolifération XTT (A) et par la
coloration des cellules vivantes a 7 jours post-transfection avec le cristal violet (B). Dans
le cas I’essai XTT, les cellules ont été ensemencées 24 heures apres leur transfection. Les
données sont présentées avec 1’écart type obtenu sur les 10 lectures provenant de deux

expériences indépendantes.
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Figure 21. Effet de la perte de Bcl-Xy, sur la prolifération des cellules OVCAR-3

L’effet de la perte de ’expression de Bel-X. causé par le siRNA #4 a été évalué sur la
prolifération des cellules OVCAR-3 par un essai de prolifération XTT. Les cellules ont
été ensemencées 24 heures apres leur transfection. Les données sont présentées avec

1’écart type obtenu sur les 10 lectures provenant de deux expériences indépendantes.
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Figure 22. Induction de I’apoptose en condition normale de culture causée par la
perte de Bel-X,

L’effet de la perte de I’expression de Bcl-Xp causé par le siRNA #4 a été évalué au
niveau de I’induction de I’apoptose par I’essai ELISA cell death detection dans les
cellules SKOV3ipl, CaOV-3 et OVCAR-3 en condition adhérente. L’essai a été effectué
96 heures apres la transfection des cellules. Les données sont présentées avec 1’écart type

obtenu sur les 4 lectures provenant de deux expériences indépendantes.
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Figure 23. Induction de ’apoptose en fonction du temps en condition normale de
culture causée par la perte de Bcl-X;, chez les cellules CaOV-3

L’effet de la perte de I’expression de Bcl-Xp causé par le siRNA #4 a été évalué au
niveau de ’induction de 1’apoptose dans le temps par ’essai ELISA cell death detection
chez les cellules CaOV-3. L’essai a été¢ débuté 48 heures apres la transfection des cellules
(t=1). Les données sont présentées avec 1’écart type obtenu sur les 10 lectures provenant

de deux expériences indépendantes.
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Figure 24. Induction de la cascade apoptotique causée par la perte de Bcl-Xy, dans
les lignées SKOV3ipl et CaOV-3

Les niveaux de Bcl-Xp, de la pro-caspase 3 et le clivage du PARP ont évaluée par
immunobuvardage de type Western a partir d’extraits protéiques de cellules SKOV3ipl
(A) et de cellules CaOV-3 (B) obtenus 72 heures apres la transfection avec les siRNA (50
nM) ou le traitement avec le transfectant seulement. La détection de I’a-tubuline a été

effectuée comme contrdle de chargement.
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28. Effet de la surexpression de Bel-Xy, sur la prolifération

L’effet de la surexpression de Bcl-Xi, sur la prolifération a été évalué dans les
cellules OVCAR-3 par un essai de prolifération XTT. La prolifération des deux clones
indépendants est diminuée par rapport au contrdle parental et au contréle pcDNA3 (figure
25). Cette diminution de prolifération ne semble pas étre due & de la mort cellulaire étant
donné que la quantité de cellules flottantes était similaire dans les contrdles et les clones.
Cette différence serait possiblement due a une progression moins rapide dans le cycle
cellulaire chez les cellules surexprimant Bel-X tel que démontré récemment pour Bcl-2

(BELANGER et al., 2005).

29. Effet de la perte de Bcl-Xy, sur la sensibilité a I’anoikose

Le role de Bcl-Xy sur la sensibilité a I’anoikose a été évalué dans les lignées
SKOV3ipl et OVCAR-3 en mesurant avec 1’essai ELISA cell death detection 1’induction
de I’apoptose de cellules 3 jours en suspension par rapport & des cellules adhérées.
Comme le démontre la figure 26, la culture en suspension induit I’apoptose dans les
cellules SKOV3ipl. De plus, la perte de Bcl-X; augmente la sensibilité des cellules
SKOV3ipl a I’anotkose de fagon statistiquement significative (test student; p < 0,05). De
plus, le facteur d’induction de 1’apoptose causée par la suspension n’est pas seulement un
effet additif de 1’induction de 1’apoptose causée par la perte de Bel-Xy, et de celle causée
par la suspension. Dans le cas des cellules OVCAR-3 (figure 27), la culture des cellules
contréles en suspension n’induit pas d’apoptose par rapport aux cellules contrdles
adhérées donc les cellules OVCAR-3 seraient totalement résistantes a 1’anoikose. De

plus, le méme facteur d’induction de 1’apoptose est obtenu pour les cellules traitées avec

72



le siRNA Bcl-Xp #4 qu’elles soient en condition adhérente ou en suspension donc la
perte d’expression de Bcl-Xp ne rend donc pas les cellules OVCAR-3 sensibles a
I’anoikose. Bcl-Xp a donc des effets différents sur la survie en suspension dans

différentes lignées de cancer ovarien.

012 7
0,11

0,08

[
é‘ —— Parentale
2 | —+— pcDNA3
© 0,06
2 | —— Bel-XL#4
g ——Bcl-XL#6
o |

0,04 +

002+

Temps / jours

Figure 25. Effet de surexpression de Bcl-X; sur la prolifération des cellules
OVCAR-3

L’effet de la surexpression de Bcl-Xp a été évalué sur la prolifération des cellules
OVCAR-3 par un essai de prolifération XTT. Les données sont présentées avec 1’écart

type obtenu sur les 10 lectures provenant de deux expériences indépendantes.

73



~

[«

o

B Transfectant
EsiRNA Luc
l siRNA Bcel-XL

IS

w

Facteur d'induction de I'apoptose

N

Adhérée Suspension

Figure 26. Potentialisation de I’induction de I’anoikose chez les cellules SKOV3ip1
causée par la perte de Bel-X,

L’effet de la perte de ’expression de Bcl-Xp causé par le siRNA #4 a été¢ évalué au
niveau de I’induction de 1’apoptose par 1’essai ELISA cell death detection dans les
cellules SKOV3ipl en condition adhérente et en suspension 72 heures. L’essai a été
effectué 96 heures apres la transfection des cellules. Les données sont présentées avec

I’écart type obtenu sur les 4 lectures provenant de deux expériences indépendantes.
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Figure 27. Absence de sensibilisation a I’anoikose chez les cellules OVCAR-3 causée
par la perte de Bel-Xy,

L’effet de la perte de 1’expression de Bcl-Xp causé par le siRNA #4 a été évalué au
niveau de I’induction de 1’apoptose par I’essai ELISA cell death detection dans les
cellules OVCAR-3 en condition adhérente et en suspension 72 heures. L’essai a été
effectué 96 heures apres la transfection des cellules. Les données sont présentées avec

I’écart type obtenu sur les 4 lectures provenant de deux expériences indépendantes.
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30. Effet de 1a perte de Bcl-Xy, sur la chimiosensibilité

La résistance a la chimiothérapie étant un probléme extrémement important dans
les cancers ovariens, nous avons évalué I’effet de la perte de I’expression de Bel-X, sur
la sensibilité au cisplatin et au taxol ainsi que sur 1’apoptose induite par ces drogues. Des
essais XTT ont été effectués a 24 et 48 heures apres le début du traitement avec le
cisplatin ou le taxol afin d’évaluer la survie des différentes cellules a ces drogues. Afin
d’étre en mesure d’observer I’effet de Bcl-Xp sur la résistance a ces drogues, les
concentrations utilisées représentaient des doses diminuant la survie & environ 50% a 24
ou 48 heures. D’abord, l’inhibition de 1’expression de Bcl-Xp diminue de facon
statistiquement significative (test Student; p < 0,05) la survie des cellules CaOV-3 en
réponse au cisplatin (figure 28A) et au taxol (figure 28B) aprés 24 et 48 heures de
traitement. Des effets similaires sont observés dans les cellules SKOV3ip. En effet, dans
ces cellules, la perte de Bcl-Xp diminue de fagon statistiquement significative (test
Student; p < 0,05) la survie au cisplatin apres 24 et 48 heures de traitement (figure 29A)
et, de fagon moins importante, celle du taxol aprés 48 heures de traitement (figure 29B).
De plus, I’induction de 1’apoptose a aussi été mesurée avec 1’essai ELISA cell death
detection dans les cellules SKOV3ipl en réponse a un traitement de 48 heures avec les
drogues. La figure 30A démontre que le traitement au cisplatin induit fortement
I’apoptose des cellules SKOV3ipl et que la perte de ’expression de Bcl-X; augmente
énormément cette induction de ’apoptose (statistiquement significatif; test Student; p <
0,005). Pour le taxol, une trés grande variabilité inter-expérience est obtenue donc les
résultats de ces expériences sont présentés séparément (figure 30B). Cependant, 1a méme

tendance est présente dans les deux expériences. En effet, le traitement au taxol induit
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I’apoptose des cellules SKOV3ipl et la perte d’expression de Bcel-X; augmente cette
induction de 1’apoptose. Cependant, 1’augmentation de I’induction de !’apoptose est
beaucoup plus importante pour le cisplatin que pour le taxol. La perte de Bcl-Xp
potentialise aussi 1’action du cisplatin et du taxol dans la lignée OVCAR-3 (figure 31).
En effet, la perte de ’expression de la protéine diminue de fagon statistiquement
significative (test Student; p < 0,0005) la survie de ces cellules face au cisplatin (figure
31A) et au taxol (figure 31B) a 24 et 48 heures. De plus, cette perte d’expression
augmente I’induction de 1’apoptse en réponse a un traitement de 48 heures au cisplatin ou

au taxol (figure 32; différences statistiquement significatives; test Student; p < 0,005).

31. Effet de 1a surexpression de Bcl-X|, sur la chimiosensibilité

L’effet de la surexpression de Bcl-X; dans les cellules OVCAR-3 sur la
sensibilité au cisplatin et au taxol a été évalué¢ par XTT et par un essai d’iodure de
propidium en cytométrie de flux. D’abord, la surexpression de Bel-X; augmente la survie
des deux clones au taxol (figure 33B) seulement a 48 heures (statistiquement significatif;
test student; p < 0,001) mais n’a aucun effet sur leur survie au cisplatin (figure 33A). Le
pourcentage de cellules apoptotiques a été mesuré dans ces cellules suite & un traitement
de 48 heures au cisplatin (figure 34A) et de 72 heures au taxol (figure 34B). Dans les
deux cas, les mémes tendances inter-expériences sont obtenues mais aussi une grande
variabilité. Les résultats des deux expériences sont donc présentés séparément. Le
pourcentage de cellules apoptotiques induit par le cisplatin (figure 34A) et le taxol (figure

34B) est beaucoup plus faible dans les clones surexprimant Bcl-X; que dans les cellules
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contrdles. La surexpression de Bcl-X; semble donc protéger les cellules OVCAR-3

contre le cisplatin et le taxol.
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Figure 28. Sensibilisation au cisplatin et au taxol mesurée par XTT des cellules

CaOV-3 causée par la perte Bel-X,

L’effet de la perte d’expression de Bel-Xy, causé par le siRNA #4 sur la sensibilité au
cisplatin (A) et au taxol (B) des cellules CaOV-3 a été évalué par un essai de survie XTT.
Les traitements de 24 et 48 heures avec le cisplatin (5 pg/mL) ou le taxol (15 nM) ont
débutés 48 heures apres la transfection des cellules. Les données sont présentées avec

I’écart type obtenu sur les 9 lectures provenant de trois expériences indépendantes.
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Figure 29. Sensibilisation au cisplatin et au taxol mesurée par XTT des cellules
SKOV3ipl causée par la perte Bel-Xy,

L’effet de la perte d’expression de Bcl-Xp causé par le siRNA #4 sur la sensibilité au
cisplatin (A) et au taxol (B) des cellules SKOV3ipl a été évalué par un essai de survie
XTT. Les traitements de 24 et 48 heures avec le cisplatin (5 pg/mL) ou le taxol (15 nM)
ont débutés 48 heures apres la transfection des cellules. Les données sont présentées avec

I’écart type obtenu sur les 9 lectures provenant de trois expériences indépendantes.

80



A Cisplatin

60

a
=]

IS
=)

N
=3

Facteur d'induction de I'apoptose
@
8

o
L

Transfectant siRNA Luciferase siRNA Bcl-X

Taxol

3
°

a
=3

B Transfectant
B siRNA Luc
B siRNA Bel-XL

@
=3

Facteur d'induction de I'apoptose
»
S

N
o

o

o
L

Expérience #1 Expérience #2

Figure 30. Sensibilisation au cisplatin et au taxol mesurée par ELISA des cellules
SKOV3ipl causée par la perte Bel-X;,

L’effet de la perte d’expression de Bcl-X; causé par le siRNA #4 sur la sensibilité au
cisplatin (A) et au taxol (B) des cellules SKOV3ipl a été évalué par la mesure de
I’induction de 1’apoptose par I’essai ELISA. Les traitements 48 heures avec le cisplatin (5
pg/mL) ou le taxol (15 nM) ont débuté 48 heures apres la transfection des cellules. Les
données sont présentées avec 1’écart type obtenu sur les 4 lectures provenant de deux
expériences indépendantes pour le cisplatin tandis que pour le taxol, les deux expériences
indépendantes sont présentées séparément avec 1’écart type obtenu sur les deux lectures

par expérience.
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Figure 31. Sensibilisation au cisplatin et au taxol mesurée par XTT des cellules

OVCAR-3 causée par la perte Bel-X,

L’effet de la perte d’expression de Bel-X causé par le siRNA #4 sur la sensibilité au
cisplatin (A) et au taxol (B) des cellules OVCAR-3 a été évalué par un essai de survie
XTT. Les traitements de 24 et 48 heures avec le cisplatin (1,25 pg/mL) ou le taxol (500
nM) ont débuté 48 heures apres la transfection des cellules. Les données sont présentées

avec 1’écart type obtenu sur les 10 lectures provenant de deux expériences indépendantes.
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Figure 32. Sensibilisation au cisplatin et au taxol mesurée par ELISA des cellules
OVCAR-3 causée par la perte Bel-X|,

L’effet de la perte d’expression de Bcl-X;, causé par le siRNA #4 sur la sensibilité au
cisplatin et au taxol des cellules OVCAR-3 a été évalué par la mesure de I’induction de
I’apoptose par ’essai ELISA. Les traitements 48 heures avec le cisplatin (1,25 pg/mL) ou
le taxol (500 nM) ont débuté 48 heures apres la transfection des cellules. Les données
sont présentées avec 1’écart type obtenu sur les 4 lectures provenant de deux expériences

indépendantes.
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Figure 33. Effet de la surexpression de Bcl-Xj, sur la sensibilité mesurée par XTT

au cisplatin et au taxol des cellules OVCAR-3

L’effet de la surexpression de Bcl-X sur la sensibilité au cisplatin (A) et au taxol (B) des
cellules OVCAR-3 a été évalué par un essai de survie XTT. Des traitements de 24 et 48
heures avec le cisplatin (5 pg/mL) ou le taxol (500 nM) ont été effectués. Les données

sont présentées avec 1’écart type obtenu sur les 9 lectures provenant de trois expériences

indépendantes.
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Figure 34. Effet de la surexpression de Bcl-Xy, sur la sensibilité au cisplatin et au
taxol des cellules OVCAR-3 mesurée par un essai d’iodure de propidium en
cytométrie de flux

L’effet de la surexpression de Bcl-Xy sur la sensibilité au cisplatin (A) et au taxol (B) des
cellules OVCAR-3 a été évalué par un essai d’iodure de propidium en cytométrie de flux.
Des traitements 48 heures avec le cisplatin (5 pg/mL) ou de 72 heures avec le taxol (500
nM) ont été effectués. Les données obtenues en deux expériences indépendantes sont

présentées séparément.
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DISCUSSION

Les cancers ovariens sont des cancers trés 1étaux et la mortalité qu’ils engendrent
est généralement reliée au développement d’une résistance & la chimiothérapie.
Malheureusement, les mécanismes moléculaires de cette résistance semblent étre
multiples et variables mais ils sont peu connus dans ce type de cancer. La protéine Bcl-
Xy est connue comme étant une régulateur important de la cascade apoptotique dans la
plupart des types cellulaires et est surexprimée dans les cellules de cancers ovariens par
rapport au cellules OSE tel que démontré dans cette étude et par le groupe de MARONE
(1998). Cette surexpression suggere que Bcl-Xp, serait possiblement important pour les
cellules de cancers ovariens. Cependant, dans différentes études sur ce type de cancer,
des résultats contradictoires ont été obtenus par rapport a ’importance de la régulation de
I’induction de 1’apoptose par Bcl-X;. En effet, certaines études démontrent que Bel-Xp,
exerce des fonctions anti-apoptotiques importantes (LIU et al., 1998; WILLIAMS et al.,
2005) mais d’autres études associaient aucun rdle anti-apoptotique a la protéine (BEALE
et al., 2000; ROY et al., 2000). D’autre part, les travaux de FRANKEL et al. (2001)
suggerent que Bcl-Xp exerce un rdle critique dans la résistance a 1’anoikose dans les
cancers ovariens. Cependant, cette conclusion découle de résultats obtenus a partir d’une
seule lignée cellulaire de cancer ovarien. La présente étude tente donc d’évaluer
I’importance de Bcl-X;, pour la survie des cellules de cancer ovarien dans différentes
conditions de culture et en réponse aux principaux agents chimiothérapeutiques. Notre
hypothése était donc que Bcl-Xp est fonctionnellement non-équivalent dans les

différentes lignées de cellules cancéreuses.
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D’abord, nos résultats confirment que Bcl-X; est surexprimé dans les cellules de
cancers ovariens par rapport aux cellules OSE comme le démontraient les travaux de
MARONE et al. (1998). Selon les données connues sur les différentes lignées utilisées,
nous ne sommes malheureusement pas en mesure de proposer un mécanisme général
responsable de cette surexpression. La surexpression de Bcl-Xi, est donc observée dans
toutes les lignées analysées ce qui réitére 1’idée que Bcl-X| exerce un role important dans
les cellules de cancer ovarien. Pour vérifier cette hypothese, deux approches ont été
utilisées soit la surexpression et ’inhibition de I’expression de Bcl-X;. Des clones
indépendants surexprimant Bcl-X; ont ét€ produits dans les lignées OVCAR-3 et COV-2
mais les études fonctionnelles ont porté seulement sur les cellules OVCAR-3.
L’utilisation de clones stables comporte certains avantages et inconvénients
comparativement a l’utilisation d’une population transfectée stablement. D’abord, les
clones produits forment une population cellulaire homogéne et cette homogénéité facilite
Pinterprétation des résultats. De plus, la population reste relativement similaire méme
aprés plusieurs passages comparativement a une population hétérogéne dans laquelle
certaines cellules peuvent prendre le dessus par rapport aux autres. Par contre,
I’intégration du vecteur dans le génome de la cellule peut affecter 1’expression de
d’autres geénes selon le site d’intégration et affecter le comportement de la cellule. 11 est
difficile de discriminer entre 1’effet de la surexpression et 1’effet non-spécifique causé par
le site d’intégration ce qui constitue un désavantage de cette approche. Généralement
dans une population stable, seule une fraction de cellules vont posséder un effet non-

spécifique donné ce qui rend cet effet négligeable. Cependant, pour minimiser ce
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désavantage relié a I’emploi de clones, ’utilisation d’au moins deux clones indépendants,
comme nous le faisons dans cette étude, permet de s’assurer que les effets observés sont
reliés 4 la surexpression de la protéine plutdt qu’au site d’intégration du vecteur. A partir
de la lignée OVCAR-3, deux clones stables indépendants ont été validés, par rapport a la
surexpression et la localisation de Bel-X, et utilisés pour les expériences phénotypiques.
Pour la deuxiéme approche, I’inhibition de I’expression de Bcl-X;, des siRNA ont été
utilisés. D’abord, parmi six siRNA, le siRNA #4 a été sélectionné étant donné qu’il
inhibe fortement I’expression de Bcl-X|. et ne semble pas affecter 1’expression de Bel-Xs.
Pour cette sélection, nous avons utilisé des siRNA produits a ’aide d’un kit de la
compagnie Ambion qui permet leur synthése via 1’utilisation de I’ARN polymérase T7.
Malheureusement, ces siRNA semblaient avoir une certaine toxicité séquence-
indépendante. De plus, les travaux de KIM ef al. (2004) ont démontré que les siRNA
produits avec I’ ARN polymérase T7 induit les interférons o et  ce qui pourrait expliquer
la toxicité observée lors de I’utilisation de siRNA d’ Ambion. Pour la suite de 1’étude, des
siRNA sans toxicité intrinséque et synthétisés chimiquement par la compagnie IDT ont

été utilisés.

D’abord, nos résultats démontrent que la perte d’expression de Bcl-X; affecte
fortement la prolifération des cellules CaOV-3 et, plus modestement, celle des cellules
SKOV3ipl. De plus, la perte de Bel-X; induit 1’apoptose dans les trois lignées étudiées,
soit les lignées CaOV-3, SKOV3ipl et les OVCAR-3. De plus, la perte d’expression de
Bcl-X; entraine trés rapidement ’induction de 1’apoptose et ainsi une diminution

marquée de la prolifération des cellules CaOV-3. Dongc, il semblerait que Bcl-X;, soit
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particuliérement important pour la survie des cellules CaOV-3. A notre connaissance, ces
résultats sont les premiers a démontrer que Bcl-X est essentiel a la survie des cellules de
cancer ovarien en condition normale de culture. L’utilisation d’un milieu plus riche (en
sérum par exemple) diminuerait peut-étre 1’apoptose induite par la perte de Bel-X; mais
ce genre d’expérience n’a pas été effectué. Cependant, dans les conditions
physiologiques, les cellules cancéreuses sont généralement dans un environnement
pauvre et, dans de telles condition, une forte expression de Bcl-X serait donc favorable &

leur survie comme le suggerent nos résultats.

La surexpression de Bcl-X;, diminue la prolifération des cellules OVCAR-3. Cet
effet est probablement dii & une inhibition de la progression dans le cycle cellulaire
causée par la surexpression de la protéine tel que le suggere les résultats d’une étude
récente ou 1’expression de Bel-2 a été associée a une diminution de la prolifération et une
accumulation des cellules en phase S (BELANGER et al., 2005). De plus, il a été observé
que la surexpression de Bcl-2 ou de Bcl-Xy inhibe la progression du cycle cellulaire en
phase G1 dans des cellules quiescentes stimulées avec du sérum pour entrer dans le cycle
cellulaire (O’REILLY et al., 1996). Les travaux de CRESCENSKI et al. (2003) ont
démontré que, dans les cellules HEC1B (carcinome endométrial humain), des niveaux
élevés de Bel-2 améne une augmentation de p27<"". Cette augmentation de p27<"" cause
I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 via I’inhibition de Cdk2. D’autre part, les travaux
de BELANGER et al. (2005) ont montré que l’inhibition de Bcl-2 entraine une

diminution transitoire de p27<"" lors de la phase G1 du cycle cellulaire. Un mécanisme
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semblable pourrait donc causer la diminution de la prolifération des cellules OVCAR-3

lors de la surexpression de Bel-X;.

Par la suite, nous avons évalué 1’effet de la perte de Bcl-XL sur la sensibilité a
I’anoikose des cellules de cancer ovarien. Les lignées SKOV3ipl et OVCAR-3 ont été
utilisées lors de ces expériences. D’abord, nous avons démontré que la lignée SKOV3ipl
est sensible a 1’anoikose tandis que la lignée OVCAR-3 est insensible. De plus, la perte
de I’expression de Bcl-X; augmente la sensibilité a 1’anoikose des cellules SKOV3ipl
mais ne rend pas sensibles les cellules OVCAR-3. FRANKEL et al. (2001) avait suggéré
un rdle critique de Bel-X;, pour le maintien de la résistance a I’anoikose des cellules de
cancer ovarien malgré que les résultats qu’ils avaient obtenus portent seulement sur une
lignée de cancer ovarien. Nos résultats obtenus avec les cellules SKOV3ipl supportent
leur conclusion tandis que ceux obtenus avec la lignée OVCAR-3 [Dinfirment.
Contrairement & ce qui avait été suggéré par FRANKEL et al. (2001), il semblerait que le
role de Bcl-X|, dans la résistance a I’anoikose ne soit pas critique dans toutes les cellules
de cancer ovarien mais seulement dans certaines lignées. L’effet de la surexpression de
Bcl-X, sur la survie en suspension des cellules OVCAR-3 n’a pas été évalué étant donné
que ces cellules sont déja totalement résistantes a 1’anoikose. D’autre part, il pourrait &étre
intéressant d’évaluer I’importance de Bcl-X; sur la survie en suspension a plus long

terme ou sur des cellules isolées.

En premiére ligne de traitement du cancer ovarien, généralement une combinaison

carboplatin/taxol est utilisée. L’effet de la modulation du niveau de Bcl-X; sur la
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résistance a ces agents a donc été évalué. Etant donné leur mode d’action identique, nous
avons utilis¢ le cisplatin plutdt que le carboplatin pour ces expériences. Les
concentrations utilisées correspondent a une dose qui ameéne une survie d’environ 50% a
24 ou 48 heures. D’abord, dans les trois lignées de cancer ovarien étudiées, la survie
cellulaire en réponse a 1’'un ou ’autre de ces agents est diminuée dans les cellules ou
I’expression de Bcl-Xi est inhibée comparativement aux cellules contréles. De plus, la
perte de Bcel-X semble potentialiser davantage 1’action du cisplatin que celle du taxol
dans les cellules CaOV-3 et SKOV3ipl. Par contre, dans la lignée OVCAR-3, I’action du
taxol semble davantage potentialisée comparativement a I’action du cisplatin. Nous avons
aussi évalué I’induction de I’apoptose causée par les drogues dans les lignées SKOV3ipl
et OVCAR-3. La perte de Bcl-X; augmente 1’induction de I’apoptose en réponse aux
drogues et la potentialisation est plus grande pour le cisplatin que le taxol dans les
cellules SKOV3ipl ce qui correle avec les essais de survie. Dans le cas des cellules
OVCAR-3, la potentialisation de 1’action du cisplatin et du taxol au niveau de I’induction
de I’apoptose est similaire malgré qu’elle soit plus importante pour le taxol lorsque la
survie est mesurée. L’ensemble de ces résultats démontre que la perte de Bcel-X
sensibilise les cellules de cancer ovarien au cisplatin et au taxol. D’autre part, la
surexpression de Bcl-X;, dans la lignée OVCAR-3 augmente la survie en réponse au taxol
mais ne semble pas avoir d’effet sur la survie en réponse au cisplatin. Cependant, la
surexpression de Bcl-X;, diminue le pourcentage de cellules apoptotiques en réponse au
cisplatin ainsi qu’au taxol. Cette absence de corrélation entre la survie et 1’apoptose
mesurée en réponse au cisplatin est peut-étre due au fait que la prolifération des clones

est plus lente que celle des cellules contrdles. L’essai d’iodure de propidium permet de

91



mesurer par cytométrie de flux le pourcentage exact de cellules apoptotiques tandis que
I’essai de survie par XTT est une mesure indirecte du pourcentage de cellules vivantes.
L’essai d’iodure de propidium est donc plus fiable dans cette situation. Par conséquent,
ces résultats indiquent que la surexpression de Bcl-Xp protége partiellement les cellules
OVCAR-3 contre le cisplatin et le taxol. Cependant, ces deux drogues affectent
principalement les cellules prolifératives et, étant donné que les clones surexprimant Bcl-
X proliferent moins vite, il n’est pas a exclure que I’effet protecteur de la protéine soit
di a son effet sur la prolifération plutét qu’a un effet anti-apoptotique sur la cascade
apoptotique. D’autre part, les cellules OVCAR-3 expriment dé€ja tres fortement Bel-X|, et
sa surexpression cause des effets protecteurs probablement beaucoup moins important
que si elle aurait été surexprimée dans une lignée qui I’exprime plus faiblement. Il sera
donc intéressant d’effectuer les mémes expériences avec les clones COV-2 qui
surexpriment Bcl-X;, pour confirmer les effets de la surexpression et d’autant plus étant
donné que les cellules COV-2 parentales ont un niveau basal d’expression de Bel-X;
inférieur a celui des cellules OVCAR-3. L’ensemble de ces résultats démontrent que la
protéine Bel-X; module la résistance des cellules de cancer ovarien étudiées au cisplatin
et au taxol ce qui correspond aux résultats obtenus par les groupes de LIU et al. (1998) et
de WILLIAMS et al. (2005). Cependant, nos résultats difféerent de ceux des groupes de
BEALE et al. (2000) et de ROY et al. (2000) qui portaient principalement sur la lignée
A2780, et qui n’observaient pas d’effet protecteur de Bcl-X;, face a différents agents
chimiothérapeutique tel le cisplatin. Ces différences suggérent que la protection de Bcl-

X contre les agents chimiothérapeutiques serait lignée spécifique. Cependant, dans la
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plupart des lignées, cette protéine exerce une protection contre les différents agents et

I’absence d’effet protecteur est plutdt rare.

Méme si Bcl-Xp, exerce des fonctions protectrices contre le cisplatin et le taxol, il
est fort probable que d’autres facteurs participent a la résistance clinique a la
chimiothérapie. En effet, I’inhibition de 1’expression et la surexpression d’une multitude
de protéines permettent de moduler la résistance aux différents agents
chimiothérapeutiques. Selon nous, la résistance a I’ensemble des agents
chimiothérapeutiques serait causée par un ensemble d’altérations moléculaires et non pas
une seule. De plus, ces altérations variables dans les différentes cellules de cancer ovarien
expliquent probablement le fait que Bcl-X. est fonctionnellement non-équivalent dans les

différentes lignées étudiées.

Notre étude démontre que, dans les cancers ovariens, la protéine Bcl-X; est
importante pour la survie et qu’elle protége partiellement ces cellules contre 1’action du
cisplatin et du taxol. De plus, Bcl-X exerce un effet protecteur contre 1’induction de
I’anoikose mais cet effet semble lignée spécifique. L’ensemble de ces résultats inculque
un rble important de Bel-X; sur la survie des cellules de cancer ovarien. Cependant, dans
un contexte clinique, inhiber I’expression de cette protéine dans les cellules de cancer
ovarien risque fort de produire des effets variables en raison du role fonctionnel trés

variable de Bcel-X; dans les différentes cellules.
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CONCLUSION

La protéine Bel-Xy, est un important régulateur négatif de 1’apoptose qui participe
a la résistance a différents stimuli apoptotiques dans la plupart des types cellulaires.
Malgré que cette protéine soit surexprimé dans les cancers ovariens, ce que nous avons
reconfirmé, son importance sur la résistance a différents stimuli apoptotiques dans ce
type de cancer est contreversée. Notre étude a donc pour but de clarifier ’effet de la
protéine Bcl-X sur la survie des cellules de cancers ovariens et elle a permis de mettre
en évidence des rbles importants de cette protéine a différents niveaux. Pour ce faire,
nous avons modulé le niveau d’expression de la protéine dans différentes lignées de

cancer ovarien via I’utilisation d’un siRNA et d’un vecteur de surexpression.

D’abord, la protéine Bcl-X semble importante pour la survie de la plupart des
cellules de cancers ovariens dans des conditions normales de culture. De plus, elle
participe & la résistance au cisplatin et au taxol dans toutes les lignées étudiées. Il
semblerait que 1’absence de protection contre les agents chimiothérapeutiques observée
par d’autres groupes soit plutdt exceptionnelle. Finalement, de fagon lignée-spécifique,
elle protége des cellules de cancer ovarien contre I’anoikose. Donc, Bcl-X favorise la
survie des cellules de cancer ovarien de différentes facons et une forte expression de cette
protéine dans ces cellules favorise donc leur survie dans des conditions sous optimales de
culture, leur dissémination et la résistance aux traitements de chimiothérapie. Ce n’est
donc pas surprenant de constater que Bcl-Xp est surexprimé dans les cellules de cancer

ovarien. Finalement, nous avons observé que la surexpression de Bcl-X; inhibe la
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prolifération des cellules OVCAR-3. Nous supposons que Bcl-Xp inhibe le cycle
cellulaire. Par contre, cet effet sur le cycle cellulaire et le mécanisme de cette inhibition

devront étre étudiés plus en détails.

En perspective, il sera intéressant d’évaluer le réle de Bel-Xy, sur la résistance a
d’autres stimuli apoptotiques et plus particulicrement a des stimuli apoptotiques qui
induisent 1’apoptose par la voie extrinséque, tel le TRAIL, contrairement aux stimuli
¢tudiés dans cette étude qui agissaient via la voie intrinséque. De plus, il sera intéressant
d’évaluer le role de cette protéine sur la résistance a 1’anoikose a long terme et en
condition ou les cellules sont isolées. Aussi, I’effet de la surexpression de Bel-X;, dans
d’autres lignées sera évalué. Etant donné que nous avons déja produit des clones
surexprimant Bcl-X;, dans la lignée COV-2, D’effet de cette surexpression pourra étre
évalué rapidement dans cette lignée. Finalement, comme il a été mentionné, I’effet de

Bcl-X sur le cycle cellulaire sera étudié.
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