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Résumé
Le cancer de I’ovaire est le cancer gynécologique le plus mortel. La mortalité associée a ce
cancer est en en grande partie reli¢ au diagnostic tardif de la maladie. Malgré 1’évolution des
traitements durant les 30 derniéres années, le cancer de l'ovaire reste difficile a traiter et a
dépister.

Pendant les premiers événements de la transformation tumorale et dans les stades ultérieurs de la
progression du carcinome ovarien, il se produit plusieurs changements. Les caractéristiques
épithéliales des cellules seront favorisées, I’expression de N-cadhérine sera favorisée et le profil
d’expression de plusieurs protéines sera influencé. Notamment 1’expression des mucines, dont
I’apparition de 1’expression de la mucine MUC16. MUC16 (CA125) est une glycoprotéine de
type mucine qui est surexprimée dans 80 % des cancers ovariens épithéliaux (CEO) et par les
cellules de la surface de I'ovaire transformé. Cependant, elle n’est pas exprimée dans
I’épithélium des ovaires normaux. Puisque les cellules épithéliales de 1’ovaire ne I’expriment
pas, il est logique de se demander si son expression ne confére pas un avantage aux cellules
cancéreuses or, on connait trés peu de son rle dans la pathogenése des CEO.

Des résultats préalablement obtenus par notre laboratoire indiquent que la partie C-terminale de
MUCI16 joue un rdle important dans la migration, 1’invasion, le processus métastatique et dans la
tumorigénese. Ces observations suggérent un rdle précoce de MUCI16 dans la pathogenese du
CEO. Toutefois, son role précis dans la transformation cellulaire n’a pas été établi. Afin
d’approfondir nos connaissances sur les fonctions de MUC16 dans la transformation cellulaire,
la partie C-terminale de MUC16 (MUC16-CTD) a été exprimée de fagon stable dans un mod¢le
classique utilisé afin de déterminer le potentiel ontogénique d’une protéine, soit les fibroblastes
de souris NIH3T3 et dans les cellules ovariennes de la surface épithéliale (OSE) immortalisées
par la télomérase. Des clones indépendants ont été sélectionnés et I’expression de MUC16-CTD
a été validée. Par la suite, nous avons procédé a des essais standards de transformation, soit la
formation de foyers en conditions adhérées et non-adhérées, la prolifération cellulaire en
présence de concentrations faibles et normales de sérum et la formation de tumeurs sous-
cutanées. Des clones stables ont été obtenus et évalués pour 1I’expression de MUC16-CTD. Deux
clones indépendants ont été sélectionnés (CTD1 et CTD2) et I’expression de MUC16-CTD a été
validée par immunobuvardage, PCR et immunofluorescence. Les cellules exprimant MUC16-
CTD ont formé significativement plus de foyers en conditions adhérées et non-adhérées. On a
aussi observé une augmentation de la prolifération dans les cellules exprimant MUC16-CTD en
conditions normales et appauvries de sérum. Finalement, nous avons observé la formation de
tumeurs sous-cutanées dans les souris NUDE.

En conclusion, ces résultats suggérent que MUC16-CTD est suffisant pour induire la
transformation des cellules NIH3T3 et des cellules OSE immortalisées.

Mots Clés: Cancer de 1'ovaire, MUC16, transformation, tumorigénicité, oncogene
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Introduction

1. Cancer de l'ovaire

1.1 Les statistiques
Le cancer de l'ovaire est le cancer gynécologique le plus mortel. Selon Statistique Canada, il est

estimé que plus de 2700 nouveaux cas seront diagnostiqués l'année prochaine et 1750 cas en
décéderont (Statistique canadienne sur le cancer, 2014). Ce qui classe le cancer de 1'ovaire comme
étant la 5° cause de mortalité par cancer chez les femmes. Cette forte mortalité est en grande partie
due au diagnostic tardif de la maladie. En effet, 80 % des cas sont diagnostiqués a des stades
avancés, ou la maladie a déja formé des métastases (Cho et al., 2009). Ce qui est étonnant, c'est
que malgré 1'évolution des traitements depuis les 30 derniéres années, il y a eu trés peu de
changement dans le nombre d'années de survie des patientes atteintes du cancer de l'ovaire. En
effet, une étude a illustré que les taux de survie apres 5 ans du diagnostic du cancer de 1’ovaire, et
ce, de trois cohortes différentes, ne varie pratiquement pas des années 1980 a 2004. Ils ont
¢galement démontré que la méme tendance était observable pour le pourcentage de survie apres 1
an et 3 ans du diagnostic. De plus, ils ont observé que le pourcentage de survie apres 5 ans du
diagnostic était seulement de 30-40 % (Vaughan et al., 2011). Ces données illustrent bien
l'importance de la recherche sur le cancer de 1'ovaire afin de mieux comprendre le développement
de la maladie, d'améliorer la prévention, la détection et le traitement, qui par la suite permettront

d'améliorer la qualité de vie des personnes atteintes.



1.2 Le développement du cancer de I'ovaire

Le cancer de l'ovaire peut se développer dans l'un ou les deux ovaires. Les ovaires plus
précisément, sont localisés de part et d'autre de 1'utérus, dans la cavité péritonéale, accolée aux
trompes de Fallope. Ils ont une forme ovoide et leur taille varie entre 3 et 5 cm (Figure 1). Les
ovaires possedent une double fonction: d'une part, ils produisent et stockent les ovules en cours de
maturation et d'autre part, ils sécrétent la majeure partie des hormones sexuelles féminines, dont
l'estrogéne et la progestérone (Leung et Adashi, 2003). Plusieurs facteurs peuvent augmenter les
chances de développer un cancer de l'ovaire. Par exemple, l'incidence augmente avec l'age, la
nulliparité, I'utilisation de certaines drogues pour traiter l'infertilité et certains désordres
endocriniens (Montes et al., 2012). Parmi les facteurs de risques génétiques associés, un petit
nombre de cancers de l'ovaire (environ 5 a 10 %) sont héréditaires et liés a une anomalie
génétique. On peut retrouver des mutations dans les génes BRCAI et BRCA2 (Partridge et al.,
1999 ; Montes et al., 2012). La présence de mutations dans le géne p53 peut également augmenter
le risque du cancer de l'ovaire (Bast Jr et al., 2009; Montes et al., 2012). Malgré tous ces facteurs
de risques connus, il est encore a ce jour difficile de diagnostiquer les patientes a un stade précoce.
Une des raisons est que le cancer de I'ovaire peut évoluer pendant une longue période de temps
sans aucun signe ou symptome. Lorsque les symptomes apparaissent, ils sont souvent vagues et
peuvent étre facilement confondus avec des troubles courants, tels que des saignements vaginaux
anormaux, des maux de ventre, une perte d'appétit, la constipation et la fatigue (Partridge et al.,
1999). Les meilleures fagons de détecter un cancer de l'ovaire a un stade précoce sont de
reconnaitre les symptomes et passer réguliecrement un examen de santé. Malheureusement, quand
une femme éprouve des symptomes, le cancer de l'ovaire est habituellement rendu a un stade

avanc¢ avec des métastases déja présentes dans la cavité péritonéale.



En fait, du a la proximité des ovaires aux autres organes présents dans la cavité péritonéale, les
cellules tumorales ont une tendance a se disséminer vers ceux-ci. Cette capacité a se propager
serait en autre favorisé par l'environnement tumoral et l'ascite. L'ascite est un liquide intra
abdominal qui lors du cancer de I'ovaire est souvent accumulé en grande quantité. Les cellules de
la tumeur et les cellules avoisinantes vont se retrouver dans un microenvironnement ou 1'on
retrouve une quantit¢ anormale d'hormones, de facteurs inflammatoires et angiogéniques qui
favorisent l'invasion. Les cellules tumorales pourraient donc facilement quitter la tumeur puis par
I’ascite, atteindre la paroi de la cavité péritonéale et ainsi former des métastases (Matte et al., 2014

; Kipps et al., 2013).

La place des ovaires dans le corps

trompe
de Fallope

Figure 1 : Localisation des ovaires dans le corps. Les ovaires sont localisés de part et
d'autre de Il'utérus, dans la cavité péritonéale, accolés aux trompes de Fallope
(www.medicinet.com).
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1.3 Pathologie et classification
La classification du cancer de 'ovaire est assez complexe; elle se base selon I'évolution, le type de

tumeur et le pronostique.

1.3.1 Classification histopathologique
Le cancer de l'ovaire est trés hétérogene et de nature complexe. Il existe en fait plusieurs types de

cancer de l'ovaire, cette diversité¢ provient du fait que ce cancer peut se développer a partir des
différents types cellulaires qui composent l'ovaire (Figure 2). Le cancer de l'ovaire va ainsi étre
class¢ selon sa morphologie et selon son histopathologie. Les trois principaux types sont : les
tumeurs germinales qui se développent dans les cellules productives d'ovules et touchent
généralement les jeunes femmes. Ce type de tumeur peut méme se développer chez des fillettes
(De Vita et al., 2009). Les tumeurs stromales, se développent dans les cellules des tissus
conjonctifs qui lient les différentes composantes de 1'ovaire. Finalement, les tumeurs épithéliales se
développeraient a partir des cellules qui constituent le revétement externe (I'épithélium) de
l'ovaire, soit les cellules OSE (Chen et al., 2003). Les tumeurs épithéliales représentent 90 % des

tumeurs de I’ovaire. C’est en fait le type de cancer de 1’ovaire le plus fréquent, mais également le

plus mortel (Auersperg et al., 2001). Tumeurs germinales
e  Dysgerminome
. Vitelline
. Embryonnaire
e  Polyembryome
. Choriocarcinome
e Mixte Tumeurs épithéliales
. Tératome
. Séreuse
. Mucineuse
. Endometrioide
. Cellules claires
. non différenciées
Tumeurs du stroma
. Granulosa
. Cellules a Sertoli
. Tubulaire des cordons sexuel
. Gynandroblastome
. Cellules stéroidiennes

Figure 2: Origine des trois principaux types de tumeurs ovariennes et leurs sous-
types. Tumeurs germinales, stromales et épithéliales. Modifiée de Chen et al, 2003



Selon 1’Organisation mondiale de la santé (I’OMS), il existe une variét¢ de sous-types
histologiques tumoraux. Ces derniers sont déterminés selon le tissu auquel les tumeurs
s’apparentent le plus. Pour le cancer épithélial de I’ovaire (CEOQ), on retrouvent les sous-types :
séreux, endométrioide, mucineux, cellules claires, cellules transitionnelles (ou de Brenner), mixtes,
et indifférenciées (Bast et al., 2009). Les quatre sous-types histopathologiques du CEO les plus

communs sont décrits au point 2.2.

1.3.2 Le stade
Suite a cette classification histologique, un stade et un grade seront attribués. Le stade et le grade

peuvent avoir une conséquence non négligeable sur les traitements a prescrire pour chaque patiente
(Prat, 2014).

Le stade représente la taille et son degré de propagation. Il y a quatre stades dans le cancer de
I'ovaire (Tableau 1). Pour déterminer le stade du cancer de l'ovaire, les caractéristiques prises en
compte sont la localisation précise de la tumeur et son étendue, l'atteinte ou non des organes
voisins et la présence ou non de métastases dans les organes voisins ou ailleurs dans le corps. Les
4 stades ont été définis par la Fédération Internationale de Gynécologie Obstétrique (FIGO). Ces
stades sont numérotés I a IV. Les stades I et II sont considérés comme précoces, alors que les

stades III et IV sont des formes avancées du cancer de 1’ovaire (Prat, 2014).



Tableau 1:Les différents stades du cancer ovarien. Modification de: The 2013 International Federation of

Obstetricians and gynaecologists (FIGO) Staging system for Ovarian Cancer.

Stade Description et Caractéristique FIGO

Stade 1 La tumeur est confinée a I'ovaire / ovaires ou trompes de Fallope

1A -Seulement un ovaire ou une trompe de Fallope est affectés par la tumeur, la capsule de I'ovaire
est intacte
-Aucune tumeur n'est détectée sur la surface de I'ovaire ou de la trompe de Fallope
-Aucune cellule maligne n'est présentent dans l'ascite ou le fluide péritonéal

1B -Les deux ovaires ou les trompes de Fallope sont affectés par la tumeur, la capsule de I'ovaire est
intacte
-Aucune tumeur n'est détectée sur la surface de I'ovaire ou de la trompe de Fallope
-Aucune cellule maligne n'est présente dans l'ascite ou le fluide péritonéal

1C La tumeur est limitée a un ou deux ovaires ou aux trompes de Fallope, avec une de ces
caractéristiques :

-Renversement chirurgical

-La capsule de I'ovaire est rompue avant la chirurgie

-Présence de tumeur sur la surface ovarienne ou sur les trompes de Fallope
-Présence de cellules malignes dans I'ascite ou dans le fluide péritonéal

Stade 2 La tumeur implique un ou les deux ovaires ou trompes de Fallope avec |'extension dans la région
pelvienne (au-dessous du bord pelvien) ou un cancer péritonéal primaire

2A La tumeur implique extension et/ou implants a l'utérus et/ou aux trompes de Fallope et/ou aux
ovaires

2B La tumeur s’est étendue aux autres organes de la cavité pelvienne

Stade 3 La tumeur implique un ou les deux ovaires ou trompes de Fallope ou un cancer péritonéal
primaire, qui se sont propagés au-dela du pelvis avec des métastases confirmées a I'extérieur de
la région pelvienne, jusqu'a I'abdomen ou au péritoine et/ou aux ganglions lymphatiques
proximaux.

3A1 Ganglions lymphatiques retro péritonéaux positifs seulement
- métastase jusqu'a 10 mm dans sa plus grande dimension
-métastase plus que 10 mm dans la plus grande dimension

3A2 Métastase péritonéale microscopique avec ou sans métastases dans ganglions lymphatiques retro
péritonéaux

3B Métastase péritonéale microscopique au-dela de la cavité péritonéale mesurant 2 cm dans sa plus
grande dimension, avec ou sans métastases dans ganglions lymphatiques retro péritonéaux

3C Métastase péritonéale microscopique au-dela de la cavité péritonéale mesurant 2 cm dans sa plus
grande dimension, avec ou sans métastases dans ganglions lymphatiques retro péritonéaux
(inclus extension de la tumeur a la capsule du foie et de la rate sans métastases a d'autres
organes)

Stade 4 Ceci est la forme de cancer de l'ovaire le plus avancé, avec présence de métastase distante au-
dela de la cavité péritonéale, incluant les métastases au foie, a la rate, aux poumons et extra
abdominale

4A - Pleurale effusion avec cytologie positive

4B - Des métastases au foie, a la rate, aux poumons et extra-abdominale (incluant les ganglions

lymphatique a proximité et en dehors de la cavité abdominale)




3.2.3. Le grade
Le grade représente le statut de différenciation et le degré d'agressivité de la tumeur. Il existe

trois grades, numérotés de 1 a 3. Le grade 1 correspond aux tumeurs les moins agressives, qui se
développent lentement et sont bien différenci¢es, le grade 2 est un grade intermédiaire et
le grade 3 correspond aux tumeurs les plus agressives qui se développent rapidement et présentent
un  risque ¢élevé de se  disséminer dans  d’autres  parties du  corps.
Le grade du cancer de I’ovaire est important pour le choix d’un traitement complémentaire apres la

chirurgie, en particulier lorsque le cancer est découvert a un stade précoce (Silverberg, 2000).

1.4 Diagnostic, suivi et traitement
L'hétérogénéité reliée au cancer de I'ovaire complique le diagnostic. Les symptomes tardifs et non

spécifiques ainsi que la relative inaccessibilité des ovaires a 1'examen physique, le rendent encore
plus difficile a diagnostiquer a un stade précoce. En fait, c’est seulement 25-30 % des femmes
atteintes qui sont diagnostiquées a un stade précoce (Cancer Statistiques, 2014). Plusieurs
marqueurs sont utilisés pour faciliter la prise en charge du cancer de 'ovaire, dont le marqueur
MUC16 mieux connu sous le nom CA125. Ce dernier, détecte 1'expression de la protéine MUC16
dans le sang, qui est surexprimé dans 80 % des cas de cancers épithéliaux de 'ovaire (Bast Jr. et
al., 1981). Malheureusement, ce marqueur manque de spécificité et de sensibilité. En effet, on peut
trouver une augmentation de MUC16 dans des cas bénins comme la menstruation ou lors du
premier trimestre de grossesse (Bagdwell ef al., 2007; Xiaofang et al., 2007). La surexpression de
MUCI6 est également retrouvée dans d'autres types de cancer, par exemple le cancer du pancréas
(Wu et al., 2009) et du sein (Moritani et al., 2008). Donc malheureusement encore a ce jour, aucun

marqueur fiable ne peut diagnostiquer le cancer de 'ovaire.


http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/o_ovaire/
http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/s_stade/

Le traitement du cancer ovarien repose sur la combinaison de la chirurgie et la chimiothérapie. La
chimiothérapie est souvent utilisée comme premier traitement, qui fait appel a la combinaison de
deux médicaments; le paclitaxel et le cisplatin (Colombo et al., 2006). Malgré que ce traitement
soit trés efficace et que les patientes répondent bien, la menace d’une chimiorésistance demeure
réelle. En effet, 80 % des patientes font une rechute et la reprise de la maladie est souvent 1étale
chez la plupart des patientes (Ozols et al., 2004). Le fait de détecter et de traiter le cancer de
l'ovaire a un stade précoce reste la meilleure solution. Lorsque la tumeur cancéreuse est encore
limitée a 1’ovaire, le taux de survie a cinq ans est aux environs de 90 % (Bast et al., 2009). Or
comme mentionné précédemment une grande majorité des femmes présentant un cancer de
I’ovaire, sont diagnostiquées a un stade avancé (III/IV) et le taux de survie a cinq ans va chuter aux

environs de 30 % (Bast et al., 2009).

Suite aux traitements de chirurgie ou chimiothérapie, les patientes sont suivies régulierement lors
de divers examens gynécologiques, d’échographies et de dosage de MUC16 sérique. Méme si le
marqueur MUC16 n’est pas un marqueur de dépistage assez sensible et spécifique pour le cancer
de 'ovaire, il est utilisé pour le suivi post-traitement (Bast et al., 1983). 1l a, en effet, ét¢ démontré
pour la premiére fois en 1983 par I’équipe de Robert C Bast, que I’augmentation ou la diminution
du niveau de MUC16 correle avec la progression et la régression du cancer épithélial ovarien (Bast
et al., 1983). Le dosage du marqueur tumoral MUCI16 est ainsi utilis¢ pour évaluer 1’efficacité
thérapeutique, la détection des récidives et la surveillance des tumeurs épithéliales ovarienne.

L'importante clinique de MUC16 sera abordée plus en détail au point 4.1.



2. Cancer épithélial de I'ovaire
Comme mentionné, le cancer épithélial de 1'ovaire est le type de cancer de l'ovaire le plus fréquent.

Puisque mon projet de recherche porte sur ce type de cancer, les prochaines sections détailleront

plus précisément le cancer épithélial de l'ovaire.

2.1 L'origine du cancer épithélial de l'ovaire
Plusieurs hypothéses ont été émises pour définir I'origine du développement des cancers

épithéliaux de ’ovaire. Ces dernicres suggerent que les tumeurs pourraient survenir a partir de : la
transformation maligne des cellules OSE, des kystes d’inclusion ou invaginations, des trompes de
Fallope ou suite a la progression d'une tumeur bénigne ou a faible potentiel de malignité présente

ailleurs dans le corps.

L’hypothése généralement acceptée est que le cancer de 1’ovaire proviendrait de la prolifération et
de la transformation maligne des cellules épithéliales a la surface de 1’ovaire (OSE), ou bien de ses
invaginations ou kyste d’inclusion (Auersperg et al., 2001; Murdoch W., 2002). Cette hypothese
se base sur le fait que lors de 1’ovulation il y a rupture et un remodelage répétitif de la surface
épithéliale de I'ovaire. Ceci implique un processus de réparation ce qui pourrait entrainer la
formation de lésions précurseurs du cancer ovarien. Les cellules OSE qui constituent I'épithélium

joueraient donc un role important dans le développement et la progression du cancer ovarien.

Une hypothése plus controversée suggere que le cancer de 1’ovaire se forme et se développe a
divers sites anatomiques pour ensuite progresser au niveau des ovaires. Ces tumeurs correspondent
a des tumeurs secondaires métastatiques dont le site primaire est autre que I’ovaire; tels que le

colon, I’appendice, 1’estomac, 1I’endomeétre ou encore les trompes de Fallope (Vaughan et al.,



2011). En effet, certains chercheurs suggerent la possibilité que I’origine de certains cancers de
I’ovaire soit les trompes de Fallope. Les analyses microscopiques et histologiques montrent que les
tumeurs des trompes de Fallope s’apparentent a ceux des cancers épithéliaux de 1’ovaire de type
séreux. De plus, ceux-ci semblent avoir le méme pronostic ainsi que le méme comportement
tumoral (Kurman RJ., 2010). Bien que I’origine du cancer de 1’ovaire soit un sujet essentiel dans la
recherche, aucune des théories émises a ce jour n’est enticrement satisfaisante, les connaissances
doivent étre approfondies. Ce qui est important de retenir c'est que le cancer de l'ovaire épithélial
n'est pas une maladie unique, mais est composé d'un groupe vari¢ de tumeurs. Ces derniéres
peuvent étre classées sur la base de leurs caractéristiques morphologiques distinctives et de leurs

génétiques moléculaires.

2.2 Les sous-types du cancer épithélial de 1'ovaire
Au cours de I’évolution du cancer épithélial, les cellules tumorales deviennent de plus en plus

différenciées et chacune de ces classes se différencie en plusieurs sous-types pouvant étre
regroupés selon I’aspect histologique. Le cancer épithélial de ’ovaire (CEO) est sous-divisé en 4

principaux sous-types soit de type : séreux, endométrioide, mucineux et a cellules claires (Figure

3).

Le sous-type le plus fréquent est le sous-type séreux, il représente plus de 50 % des tumeurs

épithéliales de 1'ovaire, ce qui correspond a plus de 80 % de tous les cas de cancers ovariens. Les
tumeurs séreuses peuvent étre bénignes, fronticres ou malignes. Dans la majorité des cas, elles
vont se présenter sous forme de kyste et sont bénignes. Cependant, plus du quart des tumeurs

séreuses sont bilatérales et malignes. Ces tumeurs sont souvent associées a un mauvais pronostic.
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Les tumeurs séreuses fronti¢res quant a elles ne représentent qu’une petite proportion des tumeurs

séreuses (Auesperg et al., 2001).

Les tumeurs de sous-type endométrioide possedent des cellules qui ressemblent aux cellules qui

constituent la paroi interne de l'utérus, ’endométre. Ces tumeurs représentent le deuxieme
histotype le plus commun, soit environ 10-25 % de tous les cancers ovariens. Elles sont souvent
sous forme maligne et unilatérale, mais sont associées a un meilleur pronostic que les tumeurs

malignes de sous-type séreux (Auesperg et al., 2001).

Le sous-type mucineux est le troisiéme type de cancer le plus courant. Il représente 5-10 % des cas

de cancer de l'ovaire. Les cellules de ces tumeurs ont l'apparence des cellules de I'épithélium
intestinal ou de 1'épithélium endocervical. Elles aussi peuvent étre bénignes, frontiéres ou malignes

(Auesperg et al., 2001).

Finalement, les tumeurs du sous-type a cellules claires sont les plus rares et ne représentent que 4-

5 % des tumeurs de I’ovaire. Les cellules de ces tumeurs sont polygonales et leur cytoplasme est
riche en glycogene et en lipides. La plupart de ces tumeurs sont malignes et associées a un taux de
survie assez faible, ce qui peut étre expliqué par le fait que c’est I’histotype le plus résistant a la

chimiothérapie (Auesperg et al., 2001).

11



Figure 3: Les différents sous-types histopathologique du cancer épithélial de 1'ovaire.
Les sous-types séreux, mucineux, a cellules claires et endométrioide. Modifiée de Robert C.
Bast Jr, Nature Reviews 2009.

2.3 Modé¢le moléculaire
Les caractéristiques moléculaires des tumeurs de l'ovaire sont aussi a l'origine d'une classification.

Cette derniére améliore notre compréhension des tumeurs épithéliales de l'ovaire et également

complete les classifications histologiques.

Cette classification moléculaire se divise en deux groupes; les tumeurs de type I et les tumeurs de
type II. De facon intéressante, ce modele se superpose aux différents types histologiques et grades
déja identifiés. Ainsi, les tumeurs séreuses de bas grade, les tumeurs endométrioides de bas grade,
les tumeurs a cellules claires, les tumeurs du type mucineux et transitoires (Brenner) formeraient le
groupe des tumeurs de type I (Bast Jr. et al., 2009). Alors que les tumeurs séreuses de haut grade
(HSOC), les tumeurs endométrioides de haut grade, les carcinosarcomse et les carcinomes

indifférenciés composeraient le groupe des tumeurs de type II (Bast Jr. et al., 2009).
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2.3.1 Tumeurs de type 1
Les tumeurs de type I sont des tumeurs génétiquement stables, caractérisées surtout par une

prolifération cellulaire incontrdlée (Kurman et Shih Ie, 2010). Les anomalies moléculaires
rencontrées se distinguent de celles des carcinomes de haut grade qui constitue le deuxieme
groupe. Les inactivations de p53 ou des genes génétiques comme BRCAI sont rarement
rencontrées. On retrouve plutot une activation dérégulée de la voie Ras-Raf-MAP kinases. En
effet, une mutation de KRAS ou de BRAF est retrouvée dans respectivement 33 % et 35 % des
carcinomes séreux de bas grade, mais presque jamais dans les carcinomes séreux de haut grade.
Par contre, la fréquence des mutations de KRAS atteint 50 % dans les carcinomes mucineux (Bast
Jr et al., 2009). Les mutations des genes KRAS et BRAF vont entrainer l'activation constitutive de
la voie de signalisation des MAPK (mitogen activated protein kinase) ce qui promeut la survie
cellulaire et le cycle cellulaire (Kurman et Shih Ie, 2010; Vakiani et Solit, 2011). On retrouve
¢galement des mutations du geéne ERBB2 (HER2) dans les tumeurs ovariennes de type I qui
menent aussi a 1’activation constitutive de la voie MAPK (Bast Jr et al., 2009).

Les tumeurs endométrioides ainsi que les tumeurs a cellules claires se distinguent par une
fréquence ¢levée de mutations du géne suppresseur PTEN (Bast Jr et al., 2009 ; Suzuki et al.,
1998). PTEN a de multiples fonctions, elle a est une activité phosphatase qui lui permet de
déphosphoryler a la fois des protéines avec des résidus tyrosine, sérine ou thréonine, mais
¢galement des phospholipides de la voie des phosphatidylinositols (Maehama et Dixon, 1998). Son
activité de protéine phosphatase lui permet d’inhiber la voie Ras/Mek/Erk, ainsi que la protéine
FAK (kinase d’adhésion focale), agissant ainsi sur les interactions de la cellule avec la matrice
extracellulaire, ce qui lui confére un réle dans les mécanismes invasifs (Maehama et Dixon, 1998).
Son activité phosphatase lipidique est quant a elle responsable du blocage de la voie PI3K/Akt,

provoquant un arrét en phase G1 du cycle cellulaire. Il a ét¢ démontré qu’elle participe au contrdle
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de divers processus cellulaires incluant la prolifération, 1’adhésion, la migration, 1’invasion,
I’apoptose, la polarisation épithéliale, la synthése protéique et le contrdle de la taille cellulaire. La
capacité¢ de PTEN d’agir comme antagonisme de PI3K explique principalement de quelle facon
elle peut influencer ces divers processus. En résumé, la perte de fonction de la protéine PTEN va
donc engendrer un accroissement de la prolifération, de la survie, de la migration (Whang et al.,
1998). Ces caractéristiques vont ainsi rendre les cellules susceptibles a la transformation maligne,
mais aussi favoriser 1’apparition d’altérations secondaires qui vont induire 1’apparition ou la
progression de cancers (Kwabi-Addo et al., 2001 ; Suzuki ef al.,1998).

2.3.2 Tumeurs de type 2

Les tumeurs de type 2 vont présenter surtout des instabilités chromosomiques et des mutations
dans le géne 7P53. En fait, 80 % des tumeurs épithéliales séreuses de haut grade sont mutées en
TP53 (Bast et al., 2009). Ces mutations du gene 7P53 sont également présentes dans les autres
carcinomes de type II, dont les tumeurs endométrioides de haut grade (Bast et al., 2009; Kurman et
Shih Ie, 2010). Le role normal de p53 est d’arréter le cycle cellulaire en fin de phase G1 en cas de
dommage cellulaire et d’induire I’apoptose ou la sénescence si ce dommage est irréparable
(Vousden and Lane, 2007). Lorsque 7P53 est muté, généralement ces fonctions sont perdues
(Vousden and Lane, 2007). Les conséquences des mutations du géne 7P53 sont toutefois plus
complexes puisque les protéines p53 mutantes ont aussi des fonctions oncogéniques qui, entre
autres, augmentent I’instabilité génomique (Muller et Vousden, 2013). Mais de fagon générale, les
mutations du 7P53 sont associées a I’instabilité génomique (Hall et McCluggage, 2006; Muller et
Vousden, 2013)

Les carcinomes ovariens de type Il présentent aussi des altérations des geénes associés a la

réparation de I’ADN par recombinaison homologue, tels les génes BRCAI et BRCA2 (Berns et
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Bowtell, 2012). Ces génes jouent un role central dans la réparation des lésions double brin, ils
peuvent entrainer l'arrét du cycle cellulaire ou entrainer la recombinaison homologue. Les formes
héréditaires représentent seulement 10 % des cancers de l'ovaire et sont presque toujours associées
aux tumeurs séreuses de haut grade (HGSOC). Dans les tumeurs séreuses sporadiques, BRAC! et
BRAC?2 sont rarement mutés, mais leur expression serait diminuée dans 50 a 90 % des cas. Les
mécanismes moléculaires menant a cette diminution sont encore mal définis, mais semblent
impliquer une perte d'hétérozygotie ou une hyperméthylation du promoteur. (Cancer Genome
Atlas Research, 2011).

On retrouve également les genes HERI et HER2 surexprimés dans les tumeurs de haut grade. Ce
sont des récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase (Bast Jr. et al., 2009). La fixation
d’un ligand tel que EGF (epidermal growth factor) sur la partie extracellulaire du récepteur HER1
(EGFR pour epidermal growth factor receptor ou HER1) va induire un changement de
conformation du récepteur et une homodimérisation ou une hétérodimérisation avec un autre
récepteur de la méme famille (HER2, HER3, HER4). Les résidus tyrosines intracellulaires
s’autophosphorylent et deviennent des points d’ancrage pour des complexes protéiques qui vont, a
leur tour, activer de nombreuses cascades de signalisation, dont les voies MAPK ou AKT.
Finalement, ’expression de génes impliqués dans la croissance cellulaire, I’inhibition de
I’apoptose, I’angiogenése ou le processus métastatique sera par la suite induite (Ménard et al.,
2003). L’interaction entre le récepteur de ’EGF (EGFR pour epidermal growth factor receptor ou
HER1) et HER2 lorsqu’ils sont co-exprimés a la surface membranaire et leurs roles dans
I’induction des signaux intracellulaires semblent étre responsables d’une plus grande agressivité
tumorale. Dans le cancer du sein, on retrouve souvent des mutations dans le géne HER2, mais ce

ne semble pas étre le cas dans le cancer de I'ovaire (Ménard ef al., 2003).
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2.4 L'épithélium de l'ovaire et la transformation maligne des cellules OSE

L'épithélium de la surface externe de l'ovaire est constitué d'une couche simple de cellules
épithéliales; les cellules OSE. Elles sont aplaties et cuboides, supportées par une membrane basale
et une tunique albuginée (Auesperg et al., 2001). Elle est caractérisée par des kératines de type 7,
8, 18 et 19. L'intégrité¢ de cet épithélium est maintenue par des desmosomes, des intégrines, des
jonctions incomplétes serrées, et des cadhérines (Auesperg et al., 2001). Contrairement a la plupart
des épithéliums, 1'épithélium de l'ovaire n'exprime pas la E-cadhérine, mais plutot la N-cadhérine,
qui est une protéine surtout associée aux cellules mésenchymateuses. Ce caractere
mésenchymateux des cellules épithéliales de I'ovaire leur confére la capacité de modifier leur stade
de différenciation et d'effectuer des transitions épithéliales-mésenchymateuses (EMT). Ce
caractére permet aux cellules de réagir adéquatement lors de 1’ovulation. Pendant le processus de
réparation post-ovulatoire et juste avant l'ovulation, les cellules OSE subissent une EMT et
atteignent des caractéristiques semblables aux fibroblastes (Auersperg et al., 2001). Cette
transition est caractérisée par un changement de morphologie et permet aux cellules d'augmenter
leur motilit¢ et leur capacit¢é de prolifération. Cette dynamique rend cet ¢épithélium
particulierement susceptible a la transformation maligne.

Pendant les premiers événements de la transformation tumorale et dans les stades ultérieurs de la
progression du carcinome ovarien, il se produit plusieurs changements. Lors de la transformation
des OSE en cellules cancéreuses, ce sont les caractéristiques épithéliales qui seront favorisées.
L’expression de la E-cadhérine sera favorisée, le profil d’expression de plusieurs protéines est

influencé, notamment 1’expression des mucines. En particulier, il y a ’apparition de 1’expression
9
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de la mucine MUCI16 qui normalement n’est pas exprimée a la surface des cellules OSE de

I’ovaire (Auesperg et al., 2001).

Les événements moléculaires menant a la transformation des cellules ne sont pas bien compris
dans le cancer de I’ovaire. Une des raisons pour expliquer cela est l'utilisation de mod¢le de

transformation plus ou moins adéquat.

2.5 Modéle pour étudier la transformation

Les cellules OSE ont déja été utilisées comme modele pour diverses études afin de mieux
comprendre les étapes de la transformation maligne. Certaines ¢études ont démontré la
transformation des cellules OSE en présentant l'antigene SV40T, la télomerase reverse
transcriptase humaine (hTERT) et 'oncogéene KRAS ou HMGAZ2. Dans des ¢études plus récentes,
les cellules OSE immortalisées avec hTERT, la cyclin D1 et la cdk4 ont induit la formation de
tumeur in vivo lorsqu'ils étaient co-exprimés avec les mutants KRAS et BRAF (Sasaki et al.,
2009). Cependant, la mesure a laquelle ces modeles refletent I'hétérogénéité moléculaire des
tumeurs séreuses de haut grade (HGSOC) doit encore étre établie. Particuliérement dans le
contexte ou SV40T et KRAS/BRAF sont utilisés, puisqu’ils ne correspondent pas aux genes qui
sont généralement mutés dans les HGSOC. De plus, les tumeurs qui se développent avec ces
modeles restent surtout non différenciées, ce qui n'est pas généralement le cas dans les tumeurs
ovariennes (Auesperg et al., 2001). La transformation des cellules OSE immortalisées (avec SV40
T) a aussi été réalisée en exprimant HER2/neu (Zherg et al., 2010). Or, la différenciation dans le
carcinome séreux a seulement lieu si les cellules subissent une EMT avant l'addition de
HER2/NEU. Par contraste avec d'autres types de carcinomes ou l'expression de la E-cadhérine est
perdue et ou la différenciation diminue avec la progression de la tumeur, le cancer de l'ovaire
acquiert des caractéristiques €pithéliales complexes assez tot dans la progression néoplasique, il y
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a un maintien de l'expression de la E-cadhérine et reste surtout différencié. (Auersperg et al.,
2001). Récemment, il a ét¢ démontré que le facteur de trancrisption Kruppel (KLF-8) serait un
oncogene faible et coopérerait avec c-myc pour transformer et immortaliser (par SV40 et hTERT)
les cellules OSE (Lu et al., 2014). Malheureusement, les événements moléculaires menant au
développement du cancer de l'ovaire sont toujours peu clairs et les modeles sont souvent
imparfaits, puisqu'ils impliquent souvent 1'utilisation d'oncogenes viraux et d'autres oncogenes plus

ou moins pertinents.

3.0 Les mucines

3.1 La famille des mucines

Comme mentionnée plus tot, suite a la transformation maligne des cellules épithéliales de I’ovaire,
la protéine MUCI16 est exprimée. Puisque les cellules épithéliales de 1’ovaire ne I’expriment pas
normalement, il est logique de se demander si son expression ne confére pas un avantage aux

cellules cancéreuses.

MUCI6 fait partie de la famille des mucines, 19 a ce jour ont été identifiées. Les mucines sont
divisées en deux catégories; les mucines sécrétées et les mucines associées a la membrane. Les
mucines sécrétées vont assurer une protection a la surface des cellules en aidant a former un mucus
visqueux. On y retrouve les mucines MUC2, MUCSAC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUCS et

MUCI19 dans cette catégorie (Jonckheere et al., 2013).

Les mucines associées aux membranes ont les principaux roles de lubrifier, hydrater et protéger les
membranes, mais vont également agir comme des senseurs de 1'environnement extracellulaire et
ainsi répondre aux différents stimuli et transmettre des signaux vers le milieu intracellulaire. Dans
cette catégorie, on y retrouve les mucines MUC1, MUC3, MUC4, MUCI11, MUC12, MUCI13,
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MUCI15, MUC16, MUC17 (Jonckheere et al., 2013). Ces mucines sont plus spécifiquement des
glycoprotéines de haut poids moléculaire et ont une structure assez typique. Elles sont composées
d'un grand domaine extracellulaire qui comprend des répétitions en tandem. Les répétitions en
tandem sont caractérisées par de nombreuses glycosylations. Chaque répétition peut compter de 5
a 100 sites de glycosylation et une mucine peut contenir entre 5 et 500 répétitions en tandem. Les
nombreuses glycolysations conférent le haut poids moléculaire des mucines (Batra, 2010). La
structure contient également une petite partie extracellulaire qui contient des domaines SEA (Sea
urchin sperm protein enterokinase and agrin) ou EGF (epithalial growth factor), un domaine
transmembranaire et une courte queue cytoplasmique (Bafna et al., 2010). Les mucines peuvent
étre relachées et sécrétées dans le milieu extracellulaire, et ce, par clivage protéolytique. C’est en
fait ainsi qu’on peut doser MUCI16 dans le sang des patientes atteintes de cancer de 1’ovaire.
L'expression des mucines est retrouvée dans différents organes du corps, dont les surfaces
oculaires, les surfaces respiratoires et dans I’endoderme, or elles sont absentes dans les ovaires
(Bafna et al., 2010). En conditions normales, 1’expression des mucines est spécifique au tissu, au
stade du développement et au temps, alors qu’une expression dérégulée des mucines est une
caractéristique importante dans certains types de cancer. En effet ces mucines peuvent engendrer
des signaux de réponse aux stimuli externes qui conduisent alors une variété de réponses
cellulaires comme la prolifération cellulaire, la croissance cellulaire, la différenciation et
l'apoptose. Ces effets suggerent que I'expression aberrante de mucines peut étre impliquée dans le

développement et la progression de certains cancers (Bafna et al., 2010).

3.2 Le role des mucines dans le cancer

On retrouve plusieurs mucines surexprimées dans divers cancers. C'est le cas de MUCI1 dans le
cancer du sein, de MUC4 dans le cancer du pancréas et de MUC16 dans le cancer de 1'ovaire
(Bafna et al., 2010).
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Les mucines pourraient avoir plusieurs roles a jouer au niveau du développement et de la
progression du cancer. Puisque les mucines a la base ont le role de protéger les cellules qui
constituent les membranes, il est possible que les mucines lorsque surexprimé dans certains
cancers protégent les cellules cancéreuses de différentes molécules toxiques comme les molécules
cytotoxiques, des acides, et dans certains cas, méme de certains agents chimiotérapeutiques. En
effet, il a ét¢ démontré que MUCI1 (Ren et al., 2004) et MUC16 (Boivin et al., 2009) protégent les

cellules cancéreuses de certains agents génotoxiques.

De plus, la surexpression des mucines peut interférer avec la fonction des molécules d'adhésion
cellulaire. Par encombrement stérique, les mucines peuvent bloquer l'interaction des molécules de
surface cellulaire. En fait, MUCI est connu pour supprimer l'agressivité des cellules et des
propriétés d'adhérence cellulaire en interférant avec les fonctions de la E-cadhérine et d'autres
molécules d'adhérence cellulaire dans des cellules du cancer du sein surexprimant MUC1 (Kondo

et al., 1998).

En plus de cela, les mucines peuvent également étre impliquées dans l'invasion. Afin de progresser
et de faire des métastases, les cellules cancéreuses doivent perdre leurs contacts cellulaires avec les
cellules voisines, traverser la membrane basale et migrer a travers le stroma pour atteindre les
vaisseaux sanguins ou le systéme lymphatique. Grace a leur grand domaine extracellulaire, qui
peut faire saillie vers le haut a 200-2000 nm au-dessus de la surface de la cellule, les mucines
peuvent étre impliquées dans l'exfoliation, la diffusion et l'invasion des cellules. Les mucines
pourraient donc jouer un réle important au niveau de la dissémination et du développement des

métastases (Bafna et al., 2010; Kufe, 2009).
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Les mucines peuvent également avoir un effet immunosuppresseur, en recouvrant la surface de
cellules tumorales par leur grande taille. Ainsi, les mucines vont empécher le systéme immunitaire

de reconnaitre les cellules cancéreuses en créant un écran protecteur (Hollingsworth et al., 2004).

Il a également ét¢ démontré que les mucines sont en mesure d'augmenter la différenciation et la
prolifération des cellules cancéreuses. C'est en fait le cas de MUC1 et MUC4 par leur domaine
juxtamembranaire, elles favorisent la prolifération cellulaire par la signalisation intercellulaire

médiée par 1'un de leurs deux/trois domaines de type EGF (Bafna et al., 2010; Kufe, 2009).

En outre, la queue cytoplasmique des mucines comme MUCI est connue pour induire 'activation
de plusieurs voies de signalisation cellulaire, qui favorisent la croissance et la prolifération
cellulaire dans une variété de cellules cancéreuses (Hollingsworth et al., 2004; Bafna et al., 2010;

Kufe, 2009).

Ainsi, plusieurs mucines semblent posséder des roles importants dans la pathogénicité de divers
cancers. Ces mucines peuvent également jouer un role dans le développement du cancer. Il a été
démontré que MUCI1 et MUCH4 étaient suffisants pour induire la transformation des cellules (Kufe,
2009). 11 a été en effet démontré que MUCI transformait les fibroblastes de rat 3Y1 et était un
oncogene (Li et al., 2003; Kufe, 2009), alors que MUC4 induit la transformation des fibroblastes
de souris NIH3T3 (Bafna et al., 2008). Or les roles de MUC16 dans le cancer sont moins bien
connus que les réles de MUC1 et MUCA4. Par leur structure similaire, il est logique de s'attendre a
un role de MUC16 dans le cancer. Mais comme on le voit plus loin (point 4.3), MUC16 possedent
plusieurs particularités, qui pourraient laisser supposer des roles qui vont différer de MUCI et

MUCH4 dans le cancer.
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4.0 MUC16 (CA125)
Malgré son utilité dans la surveillance des tumeurs ovariennes depuis les 30 derniéres années, la

compréhension de la structure de MUC16 n’a pu débuter que lors du clonage du géne en 2001
(Yin et Llyod, 2001; O'Brien et al., 2001; Yin et al., 2002). Ce n’est que récemment qu’on a pu

commencer a étudier les fonctions et les caractéristiques de MUCI1 6.

4.1 Historique et importance clinique
MUCI16 est aussi reconnue cliniquement sous le nom CA125. Elle a été découverte par I'équipe du

Dr. Robert C. Blast Jr en 1981 (Bast ef al., 1981) suite a l'utilisation d'un anticorps (OC125) dirigé
contre la lignée cellulaire OVCA433. Cet anticorps réagissait avec un antigéne de surface des
cellules cancéreuses épithéliales de l'ovaire de type séreux. Par la suite, cet antigéne, MUC16
(CA125), a été détecté dans plusieurs tissus normaux, ainsi que dans d'autres carcinomes, ce qui a
mené a l'utilisation de MUC16 comme marqueur tumoral dans le cancer de 1'ovaire. Une variété
d'anticorps a été crée pouvant reconnaitre MUCI16 incluant VK8, M11 et 4H11 (Dharma Rao et
al., 2010; Nustad et al., 2002). A part 4HI11, les anticorps reconnaissent des épitopes dans le
domaine non clivé de la protéine ou la partie glycosylée de la protéine. Le dosage sérique de
MUCI16 est un élément important dans le suivi des patientes atteintes COE. Les niveaux sériques
sont augmentés dans 90 % des patientes atteintes du cancer épithélial de type séreux. Il diminue
cependant a 50-60 % chez les patientes dans les stades précoces du cancer ovarien. De plus, les
niveaux sériques de MUC16 peuvent étre €levés dans divers cas bénins, incluant la menstruation,
le premier trimestre de grossesse, I'endométriose, la salpingite, 1'insuffisance rénale chronique ou
dans l'inflammation du pleura et le péritoine (Badgwell ef al., 2007; Xiaofang et al., 2007). Donc,
da a un manque de spécificité et de sensibilité, MUCI16 n'est pas utilis€ comme marqueur pour
diagnostiquer le cancer de l'ovaire. Mais l'utilisation de MUC16 a été reconnue efficace, par

plusieurs groupes, pour le suivi des patientes atteintes de COE (Bast et al., 1983; Rustin et al.,
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1996). En effet, une concentration sérique de MUC16 < 35 U/ml est considérée comme étant dans
la limite de la normale. Les concentrations sériques de MUC16 s'élévent généralement avec la
charge tumorale et lorsque la concentration diminue, elle refléte une régression de la tumeur et
donc possiblement une bonne efficacité thérapeutique. En effet chez les patientes qui ont eu une
réponse compléte suite au traitement primaire, les taux sériques diminués de MUC16 sont associés
a une plus longue survie sans progression et a une plus longue survie globale (Rustin et al., 1996;
Krivak et al, 2009, Van Altena et al., 2010). Tandis que lorsque la concentration augmente, on
dénote une progression de la tumeur; possiblement une rechute de la maladie. Ainsi, le dosage du
marqueur tumoral MUCI16 est utilis¢ pour évaluer I’efficacité thérapeutique, la détection des

récidives et la surveillance des tumeurs épithéliales ovariennes.

4.2 Expression de MUC16
Les mucines sont normalement exprimées par les cellules épithéliales ou elles jouent un rdle

protecteur. Les nombreuses glycosylation des mucines offrent un environnement idéal pour
I'hydratation et la lubrification des épithéliums. MUCI16 est exprimée a de faibles niveaux dans les
voies respiratoires. Mais les niveaux de MUCI16 peuvent augmenter dans certaines maladies
chroniques comme la fibrose kystique (Hattrup et al., 2008; Davies et al., 2007; Gronowitz et
al.,2003). MUCI16 est aussi exprimée a la surface apicale de 1'épithélium oculaire conjonctival ou
il fait partie du glycocalyx, qui a le role de protéger les cellules de la cornée contre les infections
bactériennes et la sécheresse (Argueso et al., 2003; Blalock et al.,2007). MUC16 se retrouve
¢galement dans les glandes lacrymales (Jéger et al.,2007). L'immunohistochimie des tissus
humains en utilisant I'anticorps OC125 détecte I'expression de MUC16 dans d'autres épithéliums
tels que I'épithélium coelomique foetal et ses dérivés tels que le Miillerian canal, les trompes de
Fallope, l'endométre, et 1'endocol. MUCI16 est exprimé aussi par les cellules mésothéliales du

péritoine, de la plévre et du péricarde (Kabawat et al., 1983, Nap et al., 1998). Cependant, en
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utilisant l'anticorps OC125 ou 4HI11, l'expression de MUC16 est indétectable dans le colon, le
rectum, le col utérus, l'intestin gréle, le foie, les canaux pancréatiques, la rate, les reins, la peau et
les ovaires (Dharma et al., 2010). L'expression de MUC16 dans les tissus COE varie selon le type
histologique (Hogdall e al) ont rapporté que MUC16 est exprimée dans les tissus dans 85 % des
types séreux, 65 % des types endométrioides, 40 % des types a cellules claires (Hogdall et
al., 2007) du cancer épithélial de 1'ovaire. Des auteurs ont également démontré que l'expression de
MUCI16 dans les tissus corréle de fagon significative avec le stade FIGO, mais pas avec le grade
histologique (de la Cuesta et al., 1999; Hogdall et al., 2007). Dans une autre étude, Rao et al. ont
constaté que 56-66 % des COE séreux de haut grade expriment MUC16 en fonction de l'anticorps
utilis¢, OC125 vs 4H11(Dharma et al., 2010). MUCI16 est également exprimée dans un faible
pourcentage (3-4 %) des carcinomes du sein invasifs, et 13 % des carcinomes du poumon
(Dharma et al., 2010). Cependant, comme mentionné précédemment, MUCI16 est un marqueur
utile pour surveiller la réponse au traitement, et ce, par le dosage sérique de la protéine. En
revanche, l'expression élevée de MUCI16 dans les tissus a été associée de manicre incompatible
avec la survie globale (de la Cuesta et al.,1999). Dans une cohorte de 50 échantillons de COE, les
patientes qui expriment de fagon tissulaire MUC16 ont eu un risque plus élevé de déces par
rapport aux patientes sans expression (de la Cuesta et al., 1999). Or, dans une plus grande cohorte
soit de 778 échantillons de COE, Hogdall et al., ont montré que les patientes de stade avancé qui
n'avait pas d'expression élevée de MUCI6 au niveau des tissus avaient une survie
significativement moins bonne (Hogdall et al., 2007). Puisque la détection immunohistochimique
de MUCI16 dans les tissus est basée sur des anticorps qui reconnaissent des épitopes glycosylées
de la région N-terminale, l'expression de MUCI16 clivé n’aurait pas pu étre détectée. Ainsi,

l'expression de la partie C-terminale n'a pas été prise en compte dans ces études. De plus, puisqu'il
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a été récemment démontré que la partie C-terminale de MUC16 était suffisante pour promouvoir la
tumorigénicité¢ (Thériault et al.,2011), il n'est pas surprenant qu'a un stade avancé du COE,
I’absence d'expression de MUC16 dans le tissu évalué¢ par immunohistochimie a été liée a un plus

mauvais pronostic. Nous verrons plus loin son rdle dans le cancer ovarien.

4.3 Structure de MUC16
MUCI6 a été reconnue comme une glycoprotéine de haut poids moléculaire quelques années apres

la découverte de 1I’anticorps monoclonal OC125 (Davis et al., 1986), et sa structure fut confirmée
par des études ultérieures (Lloyd et al., 1997; Lloyd et al., 2001), il a fallu prés de 20 ans avant
que le gene MUCI16 soit cloné (Yin et Llyod, 2001; O'Brien et al., 2001; Yin et al., 2002). Le géne

est localisé sur le chromosome 19p13.2 (Yin et Lloyd, 2001).

MUCI6 est la plus grosse mucine membranaire connue a ce jour avec un poids moléculaire de
plus de > 2MDa (O'Brien et al., 2001; O'Brien et al., 2002). La structure de MUC16 (Figure 4)
ressemble beaucoup aux autres mucines avec des séquences d’acides aminés riches en sérine,
thréonine et proline. Elle est composée de trois grands domaines: un domaine N-terminal
(constitu¢ de 1 637 acides aminés), un domaine de répétition multiple (jusqu'a 60 répétitions en
tandem de 156 acides aminés chacune) et un domaine C-terminal (O'Brien et al., 2001). Le
domaine N-terminal et le domaine de répétition sont hautement glycosylés, avec des N — et O
oligosaccharides (Kuief al.,2003). Le domaine C-terminal est composé¢ de trois parties :
premicrement, on retrouve un domaine extracellulaire composé de domaines SEA (Sperm protein
Enterokinase, Agrin), puis un domaine transmembranaire permettant d'ancrer la protéine a la
membrane cellulaire et finalement une courte queue cytoplasmique de 31 acides aminés. Cette
derniére posséde des sites potentiels de phosphorylation de la sérine, la thréonine et la tyrosine. La

phosphorylation de la queue cytoplasmique MUCI16 a été associée a sa sécrétion (Fendrick et
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al., 1997) et serait stimulée par le facteur de croissance EGF ou par des tyrosines phosphatases

(Konishi et al., 1994).

Tandem N-Terminal
Repeats Domain
Domain
SEA Modules
NH,
Putative _
Clevage Site
WERRRNNRREREn: NARRARERRRRRRRNRRNS
Cytoplasmic Tail
COOH

Figure 4: Structure schématique de MUC16. Les domaines majeurs de MUC16 incluent un domaine N-
terminal (>12,000 a.a), un domaine de répétitions en tandem (156 a.a chacun) et un domaine C-terminal
(1148 a.a). Le domaine C-terminal est composé d’un domaine extracellulaire qui contient plusieurs
domaines SEA (sea urchin sperm protein, enterokinase and agrin) dans lesquels se trouvent un ou plusieurs
sites de clivage protéolytique, un domaine transmembranaire ainsi qu’une queue cytoplasmique (31 a.a)
avec des sites potentiels de phosphorylation. Tiré de Piché et al., 2012

Malgré la structure similaire des mucines, MUC16 possede quelques particularités (Figure 5).
Notamment, elle différe des autres mucines en ayant premi¢rement 16 domaines SEA alors que les
autres mucines n’en contiennent pour la plupart seulement un. L’analyse de ces séquences a réveélé
une certaine variabilité, le 2° domaine SEA est relativement conservé et est retrouvé chez les autres

mucines. Ce domaine pourrait étre le site de clivage, comme pour MUCI et MUC3, qui
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permettrait la libération de MUC16 dans le milieu extracellulaire et permettrait la détection de
MUCI16 dans le sang des patientes, mais ceci reste a confirmer. Contrairement a MUC1 et MUCA4,
MUCI16 ne possede pas de domaine EGF-like. Grace a leur motif EGF-like situé dans le domaine
C-terminal (partie extracellulaire), MUC1 et MUC4 peuvent se lier au récepteur de croissance
tyrosine kinase (RTK); a la famille ErbB et aux récepteurs du facteur de croissance des
fibroblastes 3 (FGFR3) (Li et al., 2001; Ren et al., 2006; Schroeder et al., 2001; Pochampalli et
al., 2007). La formation d'hétérodimére avec les RTK provoque une phosphorylation conduisant a
l'activation de diverses voies de signalisation (Bafna et al., 2010).

Plus précisément, MUCI interagit avec ErbBl par sa queue cytoplasmique et augmente la
prolifération des cellules par l'intermédiaire de l'activation d'ERK (Jepson et al., 2002). MUC4
interagit avec ErbB2 probablement grace a son domaine extracellulaire, qui conduit a l'activation
de ERK et Akt pour promouvoir la croissance des cellules (Carraway et al., 2007). Puisque
MUCI16 est dépourvue d'un motif de liaison aux RTK, il n'est pas clair si la signalisation induite
par MUCI16 est affectée par les RTK bien que, tel que mentionné, la sécrétion de MUC16 est
stimulée par 1'EGF. Conformément a I'absence d'un motif de liaison RTK, I'interaction
intracellulaire entre MUC16 et la E-caténine ou la [-caténine n'est pas non plus affectée par EGF
(Comamala et al.,2011). La queue cytoplasmique de MUC16 contient une séquence d’acides
aminés (RRRKK) qui peut potentiellement se lier a la famille de protéines des ERM
(Ezrin/radixine/moésine). Ce motif n'est pas présent dans MUC1 et MUC4. Les protéines ERM
peuvent interagir avec de nombreuses protéines associées a la membrane et au cytosquelette
d'actine. En effet, il a ét¢ récemment démontré que MUCI16 interagit avec la E-cadhérine et la B-
caténine, et provoque des altérations dans le cytosquelette d'actine (Comamala et

al.,2011). Cependant, il reste a savoir si l'interaction MUC16/B-caténine et MUC16/E-cadhérine
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est médice par le motif ERM de la queue cytoplasmique MUCI16. La queue cytoplasmique de
MUCIT peut se lier a la B-caténine via un motif riche en sérine, SXXXXXSSL (Yamamoto et al.,
1997; Wen et al., 2003; Huang et al.,2005). Ce motif est par compte absent chez MUCI6.
Cependant, la liaison de MUCT a B-caténine dans les cellules serait indépendante du motif riche en
R-K (Huang et al., 2005). Ces observations suggerent que l'interaction avec MUCI16 et la B-
caténine pourrait étre médiée par un mécanisme indirect, probablement par l'intermédiaire d'une
autre protéine. La région riche en RK de la queue cytoplasmique de MUC16 possede également un
motif de localisation nucléaire potentiel (Bafna et al.,2010). 11 a été démontré que la queue
cytoplasmique de MUCI1 pouvait se localiser au noyau (Wenet al.,2003). La localisation
nucléaire de MUCI suggere qu'elle est clivée et libérée de la membrane pour par la suite circuler
de la membrane vers le cytoplasme et finalement au noyau. La possibilité que MUC16 se localise
elle aussi au noyau reste encore a étre déterminée. Bien que les mucines partagent des structures
communes, MUC16 contient plusieurs caractéristiques différentes qui pourraient suggérer qu’elle

interagit et ait des fonctions différentes des autres mucines.
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Figure 5: Comparatif des structures des mucines MUC1, MUC4 et MUC16
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4.4 Roles de MUC16 dans le cancer de I'ovaire

Les mucines associées aux membranes comme MUCI et MUC4 sont des molécules
multifonctionnelles. Leur grand domaine extracellulaire est hautement glycosylé et participe a
I'hydratation, la lubrification et la protection des membranes. D'autre part, grace a leur queue
cytoplasmique, ils activent différentes voies de signalisations. MUC16 est également considéré
comme une molécule multifonctionnelle, ces différents domaines vont étre impliqués dans des

fonctions spécifiques.

4.4.1 Role associé a la partie extracellulaire
La partie extracellulaire de MUCI16 est hautement glycosylée et peut interagir avec plusieurs

protéines. Il a ét¢ démontré que MUCI16 avait la capacité d'interagir avec la galectine-1 et avec la
mésothéline (Seelenmeyer et al., 2002; Rump et al., 2004.; Gubbels et al., 2006 ). Les galectines
font partie de la famille des lectines qui sont des protéines a la fois intracellulaires et sécrétées au
niveau extracellulaire. Dans le milieu extracellulaire, elles interagissent avec des glycoprotéines
situées au niveau de la matrice extracellulaire et a la surface des cellules. Dans le milieu
intracellulaire, elles peuvent interagissent avec les protéines cytoplasmiques ou nucléaires. Le
domaine C-terminal MUC16 (1148 derniers acides aminés) semble étre suffisant pour lier la
galectine-1, mais cette interaction nécessite des chaines d'oligosaccharides O— lié qui se
retrouvent dans les répétitions dans la partie extracellulaire de MUC16. L'importance biologique
de cette interaction n'est pas encore trés claire, mais le recrutement des galectines est impliqué
dans de nombreux processus tels que 1’adhésion cellulaire, la prolifération, 1’apoptose, le

développement embryonnaire et peut également influencer la progression tumorale.
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MUCI16 lie également la mesothéline via une liaison dépendante de la glycosylation. Le site de
liaison pour la mesothéline sur MUC16 serait probablement situé¢ dans les répétitions en tandem ou
nombreuses de glycolysations sont présentes (Gubbels et al., 2006). Quant a MUCI16 elle lie
principalement l'extrémité N-terminale du domaine extracellulaire de la mésothéline (résidus 296-
359) (Kaneko et al., 2009). La mésothéline est un antigéne de différenciation présent sur les
cellules mésothéliales normales, elle est exprimée en exces dans plusieurs tumeurs humaines y
compris I’adénocarcinome de l'ovaire. Il a été démontré que cette liaison favorise l'adhésion
cellulaire et également le processus métastatique associé¢ au cancer de 1'ovaire. Puisque les cellules
mesothéliales tapissent la cavité péritoine, l'interaction mésotheline-MUCI16 pourrait faciliter
l'adhésion cellulaire et les métastases péritonéales par 'adhérence des tumeurs ovariennes avec les
cellules mésothéliales (Chang et al., 1996). Ceci est cohérent avec la récente observation que le
knockdown de la protéine MUC16 abolit I'adhésion cellulaire homotypique (Comamala et
al.,2011). Le "knockdown" de MUCI16 favorise aussi la motilité¢ cellulaire dans le COE et le
caractere invasif (Comamala et al., 2011). En régulant 1'adhérence cellulaire, la motilité cellulaire
et le caractére invasif, la partie extracellulaire de MUCI16, a travers son interaction avec la
galectine-1 et la mésotheline, peut donc jouer un réle important dans les métastases dans le cancer

ovarien (Rump et al., 2004.; Gubbels et al., 2006).

MUCI16 posséderait également des propriétés immunosuppressives en inhibant la réponse
cytotoxique des cellules "naturals killers" (NK) (Patankar et al., 2005). En effet, lorsque MUC16
est incubée avec les cellules NK elle entrainerait la diminution de 50-70 % de la lyse des cellules
tumorales (Patankar et al., 2005). Les cellules OSE exprimant MUC16 sont également protégées
de la lyse par les cellules NK primaires (Gubbels et al., 2010). Ainsi, MUC16 semble étre un

puissant inhibiteur de la réponse des cellules NK in vitro. De plus, il a ét¢ démontré que MUC16
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régule négativement l'expression de CD16 qui est exprimée par les cellules NK dans les fluides
péritonéaux des patientes avec COE, dont l'ascite (Patankar et al., 2005; Bélisle et al., 2007). La
protéine MUC16 sécrétée dans ces fluides se lie aux cellules NK mais également aux lymphocytes
B et aux monocytes, et ce, via Siglec-9. Le Siglec-9 est un récepteur présent sur les cellules
immunitaires qui inhibe la réponse des cellules NK (Belisle et al., 2010). Il est possible que
I’interaction de cellules NK et de MUC16 entraine la sécrétion de facteurs angiogéniques et
migratoires qui encourageaient le développement tumoral, favoriserait la formation de métastases
et la progression COEs. Les niveaux élevés de MUC16 trouvés dans l'ascite pourraient étre un des

facteurs contribuant aux propriétés immunosuppressives de 1'ascite.

Une ¢tude récente a également montré que MUCI16 confére une protection contre les agents
génotoxiques comme le cisplatin (Boivin ef al., 2009). MUC16 régule négativement la sensibilisée
de la lignée cellulaire OVCAR3, une lignée cellulaire cancéreuse de l'ovaire surexprimant
MUCI6. La régulation a la baisse de MUC16 dans les cellules OVCAR3 active la voie PI3K/Akt
(Comamala et al., 2011). Ce qui est suggéré est que le "knockdown" de MUCI16 sensibilise les
cellules tumorales aux médicaments génotoxiques par l'activation de la voie Akt qui a son tour
empéche FOXO3a de se localiser au noyau. En effet, les auteurs ont démontré que le “knockdown”
de MUC16 diminue la localisation nucléaire de FOXO3a. La fonction de FOXO3a est en partie
régulée par l'activation de la voie Akt; Akt phosphoryle FOXO3a, résultant a la liaison de
FOXO3a aux protéines 14-3-3 et sa rétention dans le cytoplasme. En revanche, la
déphosphorylation de FOXO3a induit sa localisation nucléaire ou elle active l'expression de
différents geénes, qui régulent la réponse cellulaire au stress et le point de controle G2-M du cycle

cellulaire (Nemoto et al.,2002). Ainsi, la prévention de la localisation nucléaire de FOXO3a
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contribue a la réponse apoptotique aux médicaments génotoxiques (Comamala et al., 2011). Le
"knockdown" de MUCI peut également sensibiliser les cellules cancéreuses a 1'apoptose induite
par les agents génotoxiques (Yinet al, 2004; Renet al,2004). Inversement, l'expression
ectopique du domaine C-terminal de MUC16 augmente la résistance de la lignée cellulaire
SKOV3, qui n'exprime pas normalement MUC16, au cisplatin (Comamala et al., 2011). Tous ces
résultats suggerent que MUC16 pourrait également jouer un réle important dans la résistance a la
chimiothérapie.

4.4.2 Role associé a la partie C-terminale

Différentes études ont démontré que la partie C-terminale de MUC16 joue un role essentiel dans la
migration, I’invasion, la formation des tumeurs et le processus métastatique du cancer de I’ovaire
(Comamala et al., 2011; Thériault ef al., 2011).

L'expression ectopique du domaine C-terminal de MUCI16 a augmenté la tumorigenécité des
cellules de la lignée SKOV3 (qui n'expriment pas MUCI16) dans un modele de xénogreffe de
souris (Thériault et al., 2011), alors que la suppression de la queue cytoplasmique a complétement
abrog¢ cet effet. Ces résultats ont démontré que le pouvoir tumorigénique renforcé est médié par la
queue cytoplasmique, possiblement par l'interaction avec des molécules de signalisation
intracellulaire. En accord avec ces résultats, le "knockdown" de MUC16 a complétement abrogé la
formation de colonies en agar mou et des tumeurs sous-cutanées, des cellules OVCAR3 (qui
surexprime MUCI16), suggérant que MUCI16 pourrait posséder des propriétés oncogéniques

(Thériault et al., 2011).

I1 a été récemment montré que MUCI6 exergait une incidence sur les caractéristiques de
croissance des cellules cancéreuses de l'ovaire (Thériaulter al., 2011). Bien que le taux de

croissance des cellules OVCAR3 n’ait pas été affecté par le "knockdown" de MUCI16, les cellules
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"knockdown" ont atteint une phase de croissance stationnaire dans un temps plus court. Il n'y avait
pas eu de différence significative dans l'apoptose entre les cellules "knockdown" MUCI16 et les
cellules témoins. Inversement, une expression stable du domaine C-terminal de MUC16 dans les
cellules SKOV3 a prolongé la croissance avant d'avoir atteint la phase stationnaire alors que la
suppression de la queue cytoplasmique abroge complétement I'effet du domaine C-terminal de
MUCI16 sur la croissance cellulaire. On ne sait pas comment MUC16 affecte la croissance des
cellules tumorales. L'expression stable du domaine C-terminal MUCI16 dans les cellules SKOV3
n'a pas modifié 1'expression ou la phosphorylation de I'EGFR (Thériault e al., 2011). Bien que ces
observations n'excluent pas l'implication des récepteurs a activité tyrosine kinase, d'autres

partenaires sont probablement nécessaires pour moduler la croissance des cellules.

COE est une maladie hautement métastatique (Naora et al., 2005). Au cours de la progression vers
un phénotype métastatique, les cellules cancéreuses subissent des changements morphologiques,
deviennent mobiles et acquiérent la capacit¢ de migrer et d'envahir afin d'établir des tumeurs
secondaires a des sites distants. Cette transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est caractérisée
par changements moléculaires et cellulaires coordonnés, y compris une réduction de 1'adhérence
cellule-cellule, la perte de polarité apicale-basolatérale, la perte de marqueurs épithéliaux et le gain
de marqueurs mésenchymateux (Vergara et al., 2010; Hugo et al., 2007) L'EMT a également pour
effet d'augmenter la motilité et I'invasion cellulaire. Il a ét¢ démontré que MUC16 agissait comme
un régulateur important du processus EMT dans les cellules cancéreuses de 'ovaire (Comamala et
al.,2011). Les auteurs ont montré que la régulation négative de l'expression de MUC16 empéche
l'agrégation cellulaire homotypique, entraine une perturbation des jonctions cellule-cellule,
augmente la motilité cellulaire et le caractére invasif. Ces effets ont été associés a la perte de

marqueurs ¢épithéliaux tels que la E-cadhérine et la cytokératine-18 et le gain de marqueurs
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mésenchymateux tel que la N-cadhérine et la vimentine dans les cellules "knockdown". Ces
données suggerent que MUC16 est impliquée dans le processus métastatique (Comamala et
al.,2011). Le "knockdown" de MUCI16 induit une relocalisation intracellulaire de la E-
cadhérine. Il est possible que la liaison de MUC16 a la E- cadhérine conduit a la localisation de la
E-cadhérine a la surface, qui ainsi assure le contact cellulaire et la suppression de la migration
cellulaire (Comamala et al., 2011). En revanche, en l'absence de MUCI16, la E-cadhérine se
retrouve relocalisée dans le cytoplasme, et ne peut plus jouer son role dans l'interaction cellule-

cellule (Comamala et al., 2011).

De plus, il est connu que le domaine cytoplasmique de la E-cadhérine se lie a la B-caténine
(Ozawa et al., 1990), qui forme un complexe avec l'actine (Adams et al., 1996), p120 (Staddon et
al., 1995), EGFR (Hoschuetzky et al., 1994), et d'autres protéines. Il est possible qu'en formant un
complexe avec la E-cadhérine et/ou la B-caténine, MUCI16 redistribue EGFR et module en
conséquence sa voie de signalisation. Bien que l'expression du domaine C-terminal de MUCI16
dans les cellules SKOV3 ne change pas 1'état de phosphorylation de ’EGFR, le "knockdown" de
MUCI16 active EGFR et entraine 'augmentation de 1'activation de Akt, ERK1/2 et de la MMP-2 et
MMP-9 (Comamalaet al.,2011). Ces effets sont associés a l'augmentation de la migration
cellulaire (Suyama et al., 2002) ainsi qu'a l'induction de 'EMT (Grille et al., 2003; Yan et al.,

2009). Ce qui suggere que MUCI16 joue un role dans le processus métastatique.

Telles que mentionnées précédemment, les premicres étapes des métastases de la tumeur de
I'ovaire impliquent des altérations des propriétés cellulaires qui menent au détachement des

cellules de la tumeur primaire. Ces cellules se retrouvent dans l'ascite pour former des cellules
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flottantes ou des agrégats multicellulaires. Sous cette forme, elles peuvent se déplacer et se lier a
un site secondaire. Les cellules tumorales au site principal vont exprimer MUC16 et vont présenter
un phénotype épithélial, donc vont exprimer la E-cadhérine. Le détachement des cellules du site
primaire implique la perte de MUCI16 et de l'expression de la E-cadhérine. Cela implique
¢galement le gain de marqueurs mésenchymateux conduisant a une augmentation de la motilité et
la perte de propriétés adhésives. Suite a cette EMT, les cellules tumorales flottantes reviennent a
un phénotype épithélial et expriment MUCI16 conduisant a l'adhésion aux cellules mésothéliales
via Dlinteraction MUC16/mésotheline et la formation d'implants tumoraux dans la cavité
péritonéale. Ainsi, MUC16 joue un role important dans le processus métastatique. Le domaine C-
terminal de MUC16 a été démontré comme suffisant pour promouvoir la diffusion des cellules
tumorales dans toute la cavité péritonéale des souris SCID. Alors que la suppression de la queue

cytoplasmique de MUC16 abolit ces effets. (Thériault e al., 2011).

Bien que le mécanisme par lequel MUC16 affecte la tumorigénése et le processus métastatique

soit inconnu, ces études suggerent que MUC16 joue un role crucial dans la progression de 'EOC.

4.5 Voie signalisation de MUC16

Bien que MUCI1 et MUC4 affectent la progression tumorale par l'interaction de leur queue
cytoplasmique avec diverses molécules de signalisation intracellulaires (Bafna et al., 2010), il
existe tres peu de données disponibles sur les voies de signalisation activées par la queue
cytoplasmique de MUCI6.

Il a été¢ démontré que dans le cancer du sein MUC16 interagit avec la protéine JAK2 (Janus kinase)

qui contient un domaine ezrine/radixine/meosine. Cette interaction régule la phosphorylation de

35



STAT3 qui par la suite activerait le facteur de transcription c-jun, qui a pour rdle d'induire
l'expression de la cyclin D1 et ainsi promouvoir la prolifération cellulaire. Donc, ceci serait
potentiellement un mécanisme de prolifération induit par MUC16 dans les cellules du cancer du
sein (Lakshmanan et al., 2012). 1l a également été démontré que suite au "knockdown" de MUC16
dans les cellules du cancer du sein, ceci induisait un arrét en G2/M du cycle cellulaire. Cet arrét se
fait via une régulation négative de la cycline Bl et de la phosphorylation de la kinase Aurora
(Lakshmanan et al., 2012), deux protéines régulatrices de la transition G2/M (Ouchi et al., 2004;
Jin et al., 2008). Ceci suggere un mécanisme supplémentaire par lequel MUCI16 régule la
prolifération, en promouvant la transition rapide en G2/M. Egalement, dans cette méme étude, les
auteurs ont démontré une augmentation significative de l'apoptose suite au "knockdown" de
MUCI16 dans les cellules cancéreuses du sein. Puisque les points de contréle du cycle cellulaire
sont connectés avec le processus apoptotique, ces résultats suggerent que MUC16 augmente la

croissance cellulaire en diminuant I'apoptose.

Dans le cancer de 1'ovaire, des études ont également démontré un role de MUC16 dans 1'apoptose.
En fait, il a été démontré que MUC16 atténue l'apoptose induite par TRAIL (TNF-related
apoptosis inducing ligand) dans les cellules COE (Matte et al., 2014). TRAIL est une protéine du
systétme immunitaire appartenant a la famille du TNF (Tumor necrosis factor) qui a la capacité
d’induire la mort par apoptose des cellules tumorales, sans exercer de toxicité envers les cellules
saines. Au niveau moléculaire, TRAIL va se lier aux récepteurs de mort TRAIL-R1 (DR4) et R2
(DRS). Lors de l'activation du récepteur, FADD et pro-caspase-8 sont recrutés pour former un
complexe de signalisation induisant la mort (DISC) (Matte et al., 2014). Ce complexe par la suite

active les effecteurs en aval, soit les caspases-3, -6 et -7, conduisant a 1'apoptose par la suite.
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I1 a été démontré que MUCI16 atténue l'apoptose, 1'activation de la caspase-8 et l'activation des
mitochondries dans les cellules COE en réponse a TRAIL. MUC16 diminue plus spécifiquement
le récepteur TRAIL-R2 (DR5) TRAIL et inhibe 1'expression de la pro-caspase-8 et ainsi inhibe
l'activation du complexe de signalisation induisant la mort (DISC). 11 a été démontré que la partie
C-terminale de MUCI16 est suffisante pour atténuer la cascade de signalisation de TRAIL. Ils ont
¢galement démontré que le "knockdown" de MUC16 diminuait les niveaux de cFlip. Cette protéine
régule a la fois le recrutement et le traitement des pro-caspase-8 dans le DISC (Matte ef al., 2014).
Il existe deux variantes d'épissage exprimés dans les cellules humaines, cFLIP g (25 kDa) et
cFLIP | (55 kDa) (Matte et al., 2014). Les deux isoformes sont capables de bloquer, mais par des
mécanismes différents, 1'activation de la caspase-8 dans le disque. Par conséquent, les isoformes
cFLIP sont de puissants régulateurs négatifs de la cascade de signalisation de TRAIL. Les auteurs
ont démontré que le "knockdown" de MUCI16 entraine une augmentation de la dégradation des
cFlip et augmente par conséquent l'apoptose induite par TRAIL (Matte et al., 2014). 1l a été
récemment montré que le "knockdown" de MUC16 dans les cellules du cancer du sein est associé
a une régulation négative de TRAIL-R1 (DR4) et des molécules pro-apoptotiques Bid et Bax et de
Bcl-2 (Lakshmanan et al., 2012). Les auteurs ont émis I'hypothése que ces changements
pourraient favoriser l'apoptose induite par TRAIL dans les cellules du cancer du sein, mais le
niveau du blocage des récepteurs de la cascade de signalisation de la mort n'a pas été établi
(Lakshmanan et al., 2012). Dans les cellules de OSE, ni l'expression de MUC16-CTD ni le
"knockdown" de MUC16 n’ont été associé€s a une expression altérée de Bax, Bcl-2 ou TRAIL-R1,
le blocage a plutoét eu lieu en amont de la mitochondrie (Matte ef al., 2014). Ces résultats

divergents ne sont pas trés clairs, mais le role des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et
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Bcl-XL dans la protection contre l'apoptose induite par les médicaments seraient dépendants du

contexte cellulaire (Dodier et Piché, 2006).

Plusieurs facteurs de croissance induisent la phosphorylation des résidus tyrosines sur la queue
cytoplasmique de la mucine MUCI1 qui entraine l'activation de certaines voies de signalisation
(Ren et al., 2006). Cette phosphorylation augmente en autre la liaison de MUCI a la B-caténine et
induit la co-translocation de la partie C-terminale de MUCI et la B-caténine dans le noyau (Ren et
al.,2006). Lorsque la P-caténine se retrouve dans le noyau elle s’associe aux facteurs de
transcription TCF/LEF, modulant ainsi leur activité et activant (ou inactivant) I’expression d’un
grand nombre de génes cibles qui promouvoit la tumorigénicité. Mais la plupart des geénes activés
par la voie Wnt sont aussi régulés par d’autres voies de signalisation, alors leur activation seule
n’est pas suffisante pour confirmer I’activation de la voie Wnt dans certains cancers (Barbolina et
al., 2011). Néanmoins I’expression de certains génes, dont Cyclin D1, COx2 et MET est observée
dans les cancers épithéliaux de I’ovaire, qui donne une évidence supplémentaire que la voie Wnt
est activée (Gatcliffe et al., 2008; Barbolina et al., 2011). Les structures entre MUC1 et MUC16
différent et la queue cytoplasmique de MUC16 ne posséde pas les sites de liaison spécifique a la -
caténine comme MUCI. Donc, il n'est pas certain que MUC16 pourrait jouer un role similaire a
MUCIT et activer la voie de Wnt. Néanmoins, il a ét¢ démontré que MUCI16 interagit avec la -
caténine (Comamala et al., 2011). De plus, le "knockdown" MUCI16 induit la relocalisation de la
B-caténine de la membrane cellulaire vers le cytoplasme (Comamala et al., 2011). 1l est donc
possible que par régulation de l'activité de GSK3, MUC16 régule la localisation subcellulaire de la
B-caténine ainsi que sa dégradation au protéasome. L'importante relocalisation de la B-caténine

dans les cellules "knockdown" MUCI16 a été associé a une augmentation de la motilité cellulaire,
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de la migration et du caractere invasif in vitro (Comamala et al., 2011). Jusqu'a présent, il n'y a
aucune preuve que la queue cytoplasmique de MUCI16 co-localise avec B-caténine dans le

cytoplasme ou vers le noyau.

De plus, il a été démontré que MUCI induisait la transformation des fibroblastes de rat, les 3Y1, et
cette transformation était médiée en partie par I’interaction avec B-caténine (Li et al., 2003). 1l a
été également démontré que la mucine MUC4 induisait la transformation des fibroblastes de souris
NIH3T3 (Bafna et al., 2008). Le role de MUC16 dans la transformation cellulaire n'a pas encore
¢té établi et nous ne savons pas si MUCI16 pourrait avoir les mémes fonctions que MUCI1 et

MUCA4.

Finalement, un rapport récent suggere que la queue cytoplasmique de MUCI16 interagit avec les
kinases de la famille src et induit la relocalisation de la E-cadhérine et de la B-caténine. Ce qui
réduit 1’adhérence cellulaire des cellules cancéreuses de ’ovaire, suggérant donc un role de
MUCI16 dans l'invasion et la migration cellulaire du cancer épithélial de l'ovaire (Akita et al.,

2013).
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5. Modé¢les cellulaires établis au laboratoire pour 1'étude fonctionnelle de MUC16

Au laboratoire, deux modeles cellulaires ont ¢t€¢ mis au point afin d'étudier les diverses fonctions et
interactions de MUC16 et de la partie C-terminale de MUC16 seule. Les résultats obtenus par ces

modeles ont servi de base pour le projet décrit dans ce mémoire.

5.1 Modéles gain de fonction

Le premier modele est un modele de fonction ou la partie C-terminale de MUC16 a été introduite
dans une lignée cancéreuse de l'ovaire qui ne l'exprime pas normalement, les SKOV3. La
construction utilisée pour exprimer la partie C-terminale de MUC16 dans les SKOV3 contient le
domaine unique extracellulaire, le domaine transmembranaire ainsi que le la queue cytoplasmique
de MUCI16 (Figure 6). La construction contient aussi deux étiquettes : polyhistidine et c-myc
toutes deux situées en C-terminal. Ces étiquettes sont utilisées pour détecter la construction
puisqu’il n’y a pas encore a ce jour des anticorps spécifiques pour la partie intracellulaire de
MUCI16. Une autre construction a été utilisée soit la construction MUC16-TMU contenant
seulement le domaine extracellulaire et le domaine transmembranaire. Cette construction est
utilisée afin de déterminer si les effets observés sont bien attribuables a la partie cytoplasmique de

MUCI16.

Quatre populations stables ont ainsi été créées pour ce modele. La population parentale les
SKOV3, la population qui exprime le vecteur vide SKOV3-EV, la population qui exprime la partie
C-terminale de MUC16 SKOV3-CTD et finalement la population qui exprime la partie C-
terminale de MUC16, mais dépourvue de la queue cytoplasmique SKOV3-TMU. La description

détaillée de ce modele est retrouvée dans le mémoire de Marianne Boivin (Boivin, 2005).
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Figure 6: Construction de MUC16-CTD et MUC16 TMU ainsi que le vecteur utilisé.
Tiré du Mémoire Boivin 2005.

5.2 Modéle perte de fonction (knockdown)

Le deuxieme modele est un modele de perte de fonction. Afin de déterminer I’effet d’un
"knockdown" de MUCI16 sur la tumorigénicité, la lignée cancéreuse de ’ovaire qui exprime
fortement MUC16 soit OVCAR3 a été utilisée. La lignée a été transfectée de facon stable avec un
"single-chain fragment variable" ou mini anticorps ScFV dirigé contre MUC16, afin d’effectuer un
knockdown de MUC16. Un scFv est un mini anticorps six fois plus petit que l'anticorps parental,
composé des parties variables de la chaine lourde (VH) et de la chaine 1égere (VL) d’un anticorps
monoclonal. Ces parties variables sont liées par un polypeptide flexible. Les scFV utilisés par le
laboratoire sont dotés d’un signal de localisation et de rétention au réticulum endoplasmique. La
protéine contre laquelle ils sont dirigés soit MUCI16 se voit alors séquestrée au réticulum
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endoplasmique et vraisemblablement dégradée par le protéasome. Cette séquestration empéche la

localisation membranaire habituelle de MUC16 et du méme coup stimule un "knockdown" de la

protéine.

Ce modgele de perte de fonction compte 4 populations et clones : La lignée parentale OVCAR3, le

clone stable OVCAR3 #12 qui exprime un scfv qui ne lie pas MUCI16. Les clones indépendants

stables OVCAR3 #9 et OVCAR3 #7, ou MUCI16 est partiecllement séquestrée au réticulum

endoplasmique par un scFV.

La description détaillée de ce modele est retrouvée dans le mémoire de Julie Beaudin (Beaudin,

2003.

5.3 Résultats obtenus au laboratoire

Les résultats obtenus par ces modeles sont résumés dans le tableau 2 qui suit.

Tableau 2: Résultats obtenus au laboratoire pour les deux modéles

Phénotype observé

Modgele gain de fonction
(MUC16-CTD)

Modgele perte de fonction
(Knockdown de MUC16)

Croissance en absence
d'ancrage

1T

4

Formation de foyers de
transformation

1T

4

Sensibilité a 'inhibition de
contact

4

1T

Aucun effet

Aucun effet
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Formation de sphéroides ‘

Formation de tumeurs sous-
cutanées dans les souris
NUDE f Non

Formation de tumeurs dans les
souris SCID

1 Non

Morphologie cellulaire Mésenchymateuse Epithéliale
Mésenchymateuse Mésenchymateuse

Jonctions cellulaires

3 ) 4

Migration t 1

Sensibilité au cisplatin ‘

1T

Les résultats obtenus au laboratoire ont démontré que la partie C-terminale jouait un rdle
primordial dans la migration, l'invasion, la tumorigéneése et le processus métastatique. Ces
observations suggerent un réle dans la pathogenése du CEO. Toutefois, son role précis dans la

transformation cellulaire n’a pas été établi.
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6. Hypothése et objectifs

Pendant les premiers événements de la transformation tumorale et dans les stades ultérieurs de la
progression du carcinome ovarien, il se produit plusieurs changements. Lors de la transformation
des OSE en cellules cancéreuses, il y a l'apparition et la surexpression de la mucine MUC16 qui
normalement n’est pas exprimée a la surface des cellules de I’ovaire. Puisqu'il a ét¢ démontré que
la partie C-terminale de MUCI16 joue un role important dans la tumorigénése du cancer ovarien. Il
est logique de penser que MUC16 pourrait jouer un réle dans la transformation des cellules OSE et
pourrait ainsi posséder des caractéristiques oncogéniques. Ce qui nous a amenés a poser
I'hypothese que MUCI16 contribue a la transformation des cellules et que la partie C-terminale est
suffisante pour induire ces effets. Notre objectif est d’exprimer la partie C-terminale de MUC16
(CTD) dans les fibroblastes de souris NIH3T3 et d’évaluer si MUC16-CTD est suffisant pour
induire leur transformation. Si oui, nous évaluerons ensuite la capacité de MUC16 a transformer
des cellules épithéliales de la surface ovarienne (OSE) et des cellules épithéliales de la surface

ovarienne immortalisées avec la télomérase (OSE-hTERT).

44



Matériel et Méthodes

7. Lignées cellulaires utilisées et culture cellulaire
Les différentes lignées utilisées dans ce projet sont décrites dans le tableau 3.

Tableau 3: Description des différentes lignées cellulaires utilisées

Lignées cellulaires

Description

Provenance

SKOV3

Lignée cancéreuse de 1'ovaire
qui est négative pour MUC16
provenant de 1'ascite d'une
patiente atteinte d'un
adénocarcinome séreux de
l'ovaire.

American Type Culture
Collection (Manassas, VA)

SKOV3-EV Population stable SKOV3 Cellules établies a partir
(lignée cancéreuse de I'ovaire | SKOV3 (American type
négative pour MUC16) qui culture collection (ATCC),
exprime un vecteur vide. Manassas, VA)

(Boivin, 2005)

SKOV3-CTD Population stable SKOV3 Cellules ¢établies a partir
(lignée cancéreuse de I'ovaire | SKOV3 (ATCC)
négative pour MUC16) qui (Boivin, 2005)
exprime la partie CTD de
MUCI6.

OVCAR3 Lignée cancéreuse de l'ovaire | American Type Culture
positive pour MUC16 Collection (Manassas, VA)
provenant de 1'ascite d'une
patiente atteinte d'un
adénocarcinome séreux de
l'ovaire.

KDEL 4:5 #12 Population stable OVCAR3 Cellules ¢établies a partir
(lignée cancéreuse de I'ovaire | NIH:OVCAR3 (ATCC)
positive pour MUC16) avec (Beaudin, 2003)
scFv contrdle (qui ne cible pas
MUCI16).

KDEL 1:9 #7 Populations stables OVCAR3 | Cellules établies a partir
(lignée cancéreuse de I'ovaire | NIH:OVCAR3 (ATCC)
positive pour MUC16) avec (Beaudin, 2003)

KDEL 1-9 #9 un mini anticorps scFv qui

cible spécifiquement MUC16,
ce qui entraine un knockdown
de la protéine.
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NIH3T3

Fibroblastes embryonnaires de
souris spontanément
immortalisés.

ATCC

OVN22IT

OVN32IT

OVN225T

Lignées cellulaires OSE isolée
a partir d'explant d'un ovaire
normal provenant d'une
patiente.

Banque d’échantillons
biologiques (seins/ovaires) et
de données de Sherbrooke qui
fait partie de la Banque de
tissus et de données du Réseau
de Recherche en Cancer du
FRSQ

OVNTO95 hTERT

Lignée cellulaire d'OSE isolée
a partir d'explant d'un ovaire
normal provenant d'une
patiente. Les cellules ont été
immortalisées a 'aide d'un
adénovirus qui entraine
l'expression de la télomérase.
La lignée est non
tumorigénique.

Banque d’échantillons
biologiques (seins/ovaires) et
de données de Sherbrooke qui
fait partie de la Banque de
tissus et de données du Réseau
de Recherche en Cancer du
FRSQ

Réalisé par Sylvain
L'Espérance, 2005

293T

Cellules qui proviennent de la
lignée cellulaire 293 de
cellules primaires
embryonnaires du rein
transformée avec 'ADN de
I'adénovirus humain type 5.
Les 293T ont également été
infectées avec le SV40 large T
antigen.

Obtenu du Laboratoire du Dr.
Frangois Boudreau de
I'Université de Sherbrooke.

Les milieux de culture utilisés pour chaque lignée cellulaire sont décrits dans le tableau 4.

Tableau 4: Description des différents milieux utilisés

Lignées cellulaires

Milieux de culture
(WISENT, St-Bruno,
Canada)

Suppléments des
milieux

(WISENT, St-Bruno,
Canada)

Ajouts spécifiques

SKOV3-EV DMEM/F12 100 mg/ml
SKOV3-CTD 50/50 mix Zéocine™
(Invitrogen)
0,01 mg/ml
d'insuline (Wisent)
KDEL 4:5 #12 1 pg/ml
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Doxycycline
10 % FBS I pg/ml

blasticidine
2,5 pg/ml

RMPI 1640 amphotericine B 0,01 mg/ml
d'insuline (Wisent)
KDEL 1:9 #7 2mM 1 pg/ml
L-glutamine Doxycycline
0,5 pg/ml

100 pg/ml blasticidine
Streptomycin

0,01 mg/ml
100 TU/ml d'insuline (Wisent)
KDEL 1:9 #9 pénicilline 1 png/ml de
Doxycycline

I pg/ml
blasticidine

NIH3T3 DMEM | | e

OVN22IT 0,1 uM B-Estradiol

OVN32IT OSE (Sigma)

OVN225T

0,1 uM B-Estradiol

OVNT95hert OSE 50 pg/ml
Hygromycin B
(Wisent)

0,1 mM MEM
Non-Essentiel
293 T DMEM Amino Acids
Solution
(Invitrogen)

10 mM Hépes
(WISENT)

Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées dans des flacons T75 (Becton Dickinson,
Missisauga, ON) dans des incubateurs a 37 °C, en présence de 5 % CO,. Les passages ont été
effectués lorsque les cellules atteignent 80-95 % de confluence. Ce qui représente un passage d'une

fois semaine pour les cellules suivantes : OVNT225, OVNT221, OVNT321, OVNTIShTERT et
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de deux fois par semaine pour celles-ci : SKOV3-EV, SKOV3-CTD, KDEL 4:5 #12, KDEL 1:9
#9, KDEL 1:9 #7, NIH3T3, 293 T. Lors du passage cellulaire, le milieu de culture a tout d'abord
¢été retiré du flacon T75 et les cellules ont été lavées avec 5 ml de PBS (WISENT, St-Bruno,
Québec). Par la suite, 2 ml de 0,05 % de trypsine/0,53 mM EDTA (WISENT) a été ajouté aux
cellules afin qu’elles décollent de la paroi du flacon. Suite a une incubation de 30 secs. a 5 min.
dans les incubateurs (37 °C et 5 % CO,) selon le type cellulaire utilisé, les cellules maintenant en
suspension ont été récoltées avec 8 ml de milieu de culture et placés dans un tube de 15 ml pour
étre centrifugé 5 min. a 1000 RPM dans une centrifugeuse Labofuge 400R (Heraeus). Ensuite, le
surnageant des cellules a été aspiré et jeté. Le culot des cellules a été suspendu dans 3 ml de milieu

de culture et le tiers a été réensemencé dans un T-75 avec un volume final de 10 ml.

8. Construction des lentivirus

8.1 Construction du vecteur pLenti6 VS avec les tags

Pour exprimer MUC16-CTD dans les cellules, un premier plasmide a été réalisé par Isabelle
Matte. Ce plasmide est le pLenti6V5 (Invitrogen, Burlington, ON), obtenu et modifi¢ par le
laboratoire du Dr. Frangois Boudreau (Département d’anatomie et biologie cellulaire, Université
de Sherbrooke, QC), sur lequel ont été ajouté; un signal de sécrétion (IgK leader), des adaptateurs
ainsi que deux étiquettes c-myc et Flag. Ces derniers sont séparés par des sites de restrictions ou
sera cloné I’ADN de la partie C-terminale de MUCI16 par des adapteurs (Integrated DNA
Technologie, Coralville, IA). Les adapteurs possédent des extrémités a bouts cohésifs et sont donc
préts a étre assemblés au plasmide par ligation. Le tableau 5 décrit toutes les séquences utilisées

pour la formation de ce plasmide.
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En résumé, le processus de clonage consiste a premicrement digérer le plenti6 V5 avec les enzymes
de restrictions qui correspondent aux sites de restriction (New England Biolabs inc., USA) de
I’ADN a insérer. Les digestions enzymatiques ont été faites selon les protocoles de la compagnie
New England Biolabs inc. Les produits de digestions ont été purifiés en utilisant le QIAquick PCR
Purification kit (Quiagen, Maryland, USA) selon les instructions fournies. Ensuite, I’hybridation
(annealing) de I’adapteur a été réalisée en incubant 10 min a 65 °C, suivi d'une incubation entre 1
h et 2 h a la température picce. Par la suite, une ligation de 1’adapteur a été effectuée toute la nuit a
16 °C. Finalement, les constructions ont ét¢ validées en digérant le plasmide avec les enzymes de
restriction spécifiques suivi d’une électrophorese de ce produit sur un gel d’agarose de 0,6 %/TAE.
Une fois le plenti6v5+tags terminé et validé, la portion de MUC16-CTD a été ajoutée. Le tout a

¢été réalisé par Isabelle Matte

Tableau 5: Séquences des différentes amorces et adapteurs utilisés.

Amorces Séquence

Linker (G3S); (36 pb) | GGT GGC GGA TCT GGT GGC GGA TCT GGT GGC GGA TCT

Flag (24 pb) GAT TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG

C-MYC (33 pb) GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT

IgK Leader (63 pb) ATG GAG ACA GAC ACA CTC CTG CTA TGG GTA CTG CTG

CTC TGG GTT CCA GGT TCC ACT GGT GAC
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Mucl6-Cterm-Xhol-
64

CAACTCGAGTTGCAGATCCTCCAGGTCTAG

Mucl16-CTD-EcoRV-

63

AACGATATCATCACCCTGCTGAGGGACATC

Adapteurs

Séquence

Xhol-LinkerFlag-
BstBI-SENS

TCGAGGGTGGCGGATCTGGTGGCGGATCTGGTGGCGGATCTG
ATTACAAGGACGACGATGACAAGTGACCCGGGTT

Xhol-LinkerFlag-

BstBI-ANTISENS

CGAACCCGGGTCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAATCAGATCC
GCCACCAGATCCGCCACCAGATCCGCCACCC

EcoRI-MycLinker-

EcoRV-SENS

AATTCACTAGTGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGA

ATGGTGGCGGATCTGGTGGCGGATCTGGTGGCGGATCTGA

EcoRI-MycLinker-

EcoRV-ANTISENS

ATCAGATCCGCCACCAGATCCGCCACCAGATCCGCCACCATT
CAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCACTAGTG

BamHI-IgK-EcoRI-

SENS

GATCCGGTACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTAC
TGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACG

BamHI-IgK-EcoRI-

ANTISENS

AATTCGTCACCAGTGGAACCTGGAACCCAGAGCAGCAGTACC
CATAGCAGGAGTGTGTCTGTCTCCATGGTACCG

MUC16cytoN-

Flaglinker-SENS

GATCCGGTACCATGGATTACAAGGACGACGATGACAAGGGT
GGCGGATCTGGTGGCGGATCTGGTGGCGGATCTGAT

MUC16cytoN- ATCAGATCCGCCACCAGATCCGCCACCAGATCCGCCACCCTT
GTCATCGTCGTCCTTGTAATCCATGGTACCG

Flaglinker-

ANTISENS

MUC 1 6cytoC- ATCGGTGGCGGATCTGGTGGCGGATCTGGTGGCGGATCTGAT

LinkerFlag-SENS

TACAAGGACGACGATGACAAGTGAGCGGCCGCGC
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Mucl6cytoC-
TCGAGCGCGGCCGCTCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAATCAG
LinkerFlag- ATCCGCCACCAGATCCGCCACCAGATCCGCCACCGAT

ANTISENS

8.2 Construction du vecteur pLenti6V5-tags-CTD
La construction du vecteur pLenti6V5-tags-CTD a été réalisée par Isabelle Matte. Briévement,

cette construction du domaine C-terminal de MUC16 (MUC16-CTD) contient les 284 derniers a.a
de la protéine. Elle a ét¢ amplifiée par PCR a partir du plasmide pME18S-FLJ14303 (Helix
Research Institute, Japan) avec I’utilisation de I’amorce 5' qui a un site de restriction EcoRV: 5'-
AAC GAT ATC ATC ACC CTG CTG AGG GAC ATC-3' et de I’amorce 3' qui posséde un site
de restriction Xhol: 3'- GAT CTG CTC CTA GAC GTT GAG CTC AAC-5'. Suite au PCR, le
plenti6V5+tags ainsi que le produit PCR ont été¢ digérés par EcoRV et Xhol (New England
Biolabs inc). Les digestions enzymatiques ont été faites selon les recommandations de la
compagnie dans une solution de 20 ul contenant de I'eau Baxter, 100 ug/ml de BSA et le tampon
NEB2. Les produits de digestions ont été purifiés avec le PCR QIAquick PCR Purification kit
(Quiagen) selon les instructions fournies. Ensuite, les amplicons digérés ont été insérés dans le
vecteur pLenti6 V5 + tags qui contiennent en 5' une séquence IgK leader, un tag c-myc et un petit
linker (23 a.a) et en 3’ un petit linker et un tag Flag (21 a.a) décrit précédemment. La figure 7
décrit plus en détail les différentes étapes de cette construction et 1'image du plasmide terminé. Le

vecteur controle quant a lui est dépourvu de la séquence amplifiée de MUC16-CTD.
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ETAPES CONSTRUCTION - ajout des amplicons pour CTD

1. PCR pour amplifier CTD

2. Gel agarose 2% pour vérification de la réaction d’amplification.
3. Digérer plasmide plenti + Tags avec EcoRV et Xhol (37°C, 2h, NEB 2 + BSA).
4. Digérer amplicon CTD avec EcoRV et Xhol
(37°C, 2h, NEB 2 + BSA).
5. PCR Clean Up.
6. Lier les amplicons digérés au plasmide (O/N, 16°C).
7.

Digestion EcoRI — Vérification de la construction

|

&

‘B
N S

EcoRI

*EcoR]

1 | EcoRI-EcoRI |7231
2 | EcoRI-EcoRI 755

Digérer EcoRI (37°C. 2h, NEB 2 + BSA) et vérifier les tailles des bandes créées
CTD: 7996 pb > 7241 + 755

PlenticVS Adapteur
C-myc + Linker
[EcoRV) MUICL1E CTD [(Xhol)
Linker + FLAG

Blasticidin

Resistance gene
Ampicilin

Resistance gene

Figure 7: Les différentes étapes de la construction du plasmide plenti6 V5-tags-MUC16-CTD

Réalisée par Isabelle Matte.
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8.3 Transformation des bactéries
Des bactéries Stbl 3 (Invitrogen, fournie par Dr. Frangois Boudreau) ont été rendues compétentes

par choc thermique selon le protocole décrit par le livre Molecular cloning: A Laboratory Manual
et entreposées a -80 °C jusqu'a leur utilisation. Pour la transformation des bactéries Stbl3, elles ont
tout d'abord été décongelées sur glace. Lorsqu'elles ont été décongelées, 20 ul de bactéries ont été
ajoutés a chaque tube de réaction de ligation sur glace. Le mélange d’ADN et de bactéries a été par
la suite déposé dans une cuvette d'électroporation froide. Le tout a été mis dans un électroporateur
selon les conditions suivantes : 1,2 kV, 25 uF et 200 Q, puis 1 ml de milieu SOC a été ajouté dans
la cuvette d'électroporation. La solution a été transférée par la suite dans un tube de 1,5 ml et
incubé avec agitation durant 1 h 30 a 30 °C. Ensuite les solutions ont été centrifugées 3 min. a
5000 rpm a température ambiante. Le culot a par la suite été resuspendu dans 200 pl de LB ( 0,17
M chlorure de sodium (Fisher Scientific, Markham, ON) , 1 % (m/v) Bacto Tryptone (Becton,
Dickinson and compagny), 0,5 % (m/v) Yeast Extract granulated (EMD Chemicals Inc.,
Etobicoke, ON), 1,5 % (m/v) Agar-agar Granulated (EMD Chemicals Inc.) et 100 pl a été étendue
sur des pétris LB contenant 0,27 mM d'ampicillin (USB corporation, Cleveland, Ohio). Les pétris

ont été incubés toute la nuit a 30 °C en position inversée.
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8.4 Analyse des vecteurs pLenti/Adapteur CTD positifs
Les colonies ont été prélevées pour inoculer des tubes de 5 ml de LB Both stérile contenant

0,27 mM ampicilline. Les cultures des clones Stbl3-CTD ont été incubées O/N a 30 °C avec
agitation. Les vecteurs ont ét¢ recueillis par des minipreps effectuées avec le QIAprep Spin
Miniprep Kit (50) (QIAGEN), selon les instructions fournies. L'ADN obtenu a ensuite été analysé
sur un gel d'agarose 0,6 %/TAE en faisant migrer 5 pl de chaque miniprep pour vérifier la
présence de l'insert dans les vecteurs positifs. Le reste de la culture des clones positifs a été divisé
en aliquots de 1 ml et congelée a -80 °C dans une solution 10 % (v/v) de glycérol stérile (Roche,

Mississauga, ON).

8.5 Production des lentivirus
Des cellules 293T ont été utilisées pour la production de lentivirus. Ces dernicres sont transfectées

avec des plasmides codant pour différentes composantes virales soit pLP1, pLP2 et pLPVSVG
(Invitrogen) qui ont été obtenus du laboratoire du Dr. Francois Boudreau et avec soit la
construction pLenti6V5-MUC16-CTD, la construction pLenti6V5-EV ou la construction plenti-
GFP. Pour la transfection, les cellules 293T ont été utilisées a 60-70 % de confluence. Les
solutions qui suivent sont préparées pour chacune des transfections : 6 ug des plasmides; pLP1,
pLP2, pLPVSVG (Invitrogen) et 6 ug de l'une des trois constructions illustrées a la figure 8, ont
été ajoutés a 1,5 ml dOPTIMEM (Wisent). Parallelement, des solutions d’agent de transfection
(48 ul de Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen) dans 1,5 ml dOPTIMEM) ont été préparées.
Ces solutions ont ét¢ incubées 5 min. a température piece. Par la suite les deux solutions (ADN-
OPTIMEN et Lipofectamine-OPTIMEN) ont ét¢ mélangées ensemble et incubées pour 20 min. a

température picce.
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Les cellules 293 T ont été rincées doucement avec I’OPTIMEN et 5 ml dOPTIMEN ont été
rajoutés a la solution ADN/Lipofectamine. Les cellules ont été incubées pendant 4 h a 37 °C et
5% COa,. Par la suite le milieu a été retiré, 10 ml de DMEM 10 % FBS (WISENT) a été ajouté
doucement et incubé pendant 48 h a 37 °C, 5 % CO,. Suite a l'incubation de 2 jours, le milieu des
293 T infectées a été prélevé avec une seringue de 10 ml et a été filtré a I’aide d’un filtre 0,45 um
(Pall, Mississauga, ON). Des aliquots de 700 ul ont été faits et conservés a -80 °C jusqu'a

l'infection des lignées cellulaires.

Pour les lentivirus plenti6 V5-MUC16-TMU, ils ont été¢ décongelés pour l'infection, préalablement

réalisée par Martine Migneault (Migneault, 2008).
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Figure 8: Les plasmides utilisés pour la production de lentivirus

A, B et C: Les plasmides pLP1, pLP2 et pLP/VSVG qui codent pour les différentes composantes des 56
lentivirus. D, E et F: Les différentes constructions pLenti6 V5 qui servent de contrdles (D et E) ou qui exprime
le CTD (F) de MUCI16.



9. Infection des lignées cellulaires et établissement de populations stables
Les différentes lignées cellulaires a infecter ont été ensemencées dans des plaques 6 puits. Lorsque

les cellules atteignent une confluence de 50 %, des aliquots de virus ont été ajoutées suite a une
décongélation rapide de ces derniers dans un bain a 37 °C et I’ajout de 4 pg/ml d'hexadimethrine
bromide (polybréne) (Sigma Canada Ltd, Oakville, Ontario, Canada). Ensuite, le surnageant des
cellules a été retiré et 700 ul de solution virale avec le polybréne a été ajouté a chaque puits. Les
plaques 6 puits ont par la suite été incubées 1 h a 37 °C et 5 % de CO,. Ensuite, 2 ml de milieu
complet avec 4 ul de polybréne ont été rajoutés a chaque puits. Les cellules ont été¢ incubées
pendant 2 jours a 37 °C et 5 % de CO,, puis le milieu de culture a été remplacé par du milieu
complet contenant de la blasticidine 0,5 pg/ml (Sigma). L'expression de MUC16-CTD, MUCI16-
TMU, du vecteur vide (EV) dans les cellules a été obtenue en maintenant la sélection a la

blasticidine. La confirmation des populations a été faite par RT-PCR 10 jours apres la sélection.

Des clones indépendants ont été obtenus a l'aide de deux méthodes différentes. Pour la population
NIH3T3, les clones ont été obtenus en effectuant une dilution des populations dans des plaques de
96 puits afin d'obtenir une cellule par puits. Une sélection avec la blasticidine et une observation
au microscope a ét¢ faite chaque jour, jusqu'a ce que la cellule présente dans le puits s’est divisé et
aie atteint la confluence. Ensuite, les cellules sont prélevées selon la méthode utilisée pour un
passage cellulaire et transféré dans des puits plus grands. Pour les OVNT95-hTERT, les clones
indépendants ont été obtenus avec la méthode de cylindre de clonage qui consiste a isoler une
petite colonie de cellules a I’aide de petits cylindres de métal préablement stérilisés. Lorsque les
cellules atteignent une confluence, elles sont prélevées dans les cylindres avec la méme méthode
d'un passage cellulaire et transférées dans des puits plus grands. Les clones ont été validés par RT-

PCR, par immunofluorescence et par immunobuvardage décrit plus loin.
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10. Extraction d’ARN
Suite a la sélection et selon les régles de sécurité, I'ARN des différentes populations a été extrait.

Afin d’éviter une contamination avec la RNase, les manipulations ont toutes été effectuées avec
des matériaux lavés avec une solution RNase free (Molecular Bio Products, Mexico). La
monocouche cellulaire d’un T-75 a 95 % de confluence a été lavée avec 5 ml de PBS. Apres le
retrait du PBS, 1 ml de réactif Trizol (Invitrogen) a été ajouté sous la hotte chimique. Par la suite,
le flacon a été doucement agité afin que le Trizol recouvre toutes les cellules. A I'aide d'un grattoir
(Sarstedt, Montéal, QC), les cellules ont ét¢ décollées de la paroi du falcon et puis transférées dans
un tube Eppendorf de 1,5 ml. La solution ARN a été inversée pendant 15 secs puis incubée
pendant 5 min. a la température ambiante. Toujours sous la hotte chimique, 500 pl de chloroforme
A.C.S réactif (Fisher) a été ajouté a chaque échantillon, agité pendant 20 secs. et incubé 10 min. a
la température ambiante. Apres l'incubation, les tubes ont été centrifugés a 13 000 rpm durant
15 min. a 4 °C. La phase supérieure des échantillons a été transférée dans un nouveau tube
Eppendorf de 1,5 ml. Puis, 500 pl de chloroforme a été ajouté a chaque échantillon le tout a été
agité et centrifugé immédiatement. Les échantillons ont été centrifugés quelques secondes et
ensuite la phase aqueuse a été transférée dans un nouveau tube Eppendorf de 1,5 ml. Un volume
d'isopropanol équivalent au volume de la solution d'ARN a été ajouté a chaque échantillon. Les
tubes ont été agités pendant 20 secs. et puis centrifugés a 13 000 rpm pendant 10 min. a 4 °C. Le
surnageant a été retiré et 900 pl d'éthanol 75 % a été ajouté afin de laver le culot. Les tubes ont été
centrifugés a 13 000 rpm pendant 5 min. a 4 °C, puis 1'é¢thanol a été retiré et les culots d'ARN ont
été séchés a l'air ambiant quelques minutes. Une fois, les culots séchés, ils ont été resuspendus
dans 25 pl d'eau traitée au DEPC et chauffés a 65 °C pendant 10 min. L'eau DEPC a été
préalablement préparée avec du Diethyl Pyrocarbonate (SIGMA) en suivant les instructions de la

page 7.84 de Sambrook et Russel, 2001. Les échantillons ont ensuite été Iégerement mélangés avec
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des up and down. Les échantillons ont été dosés avec un DU Series 600 Spectrophotometer
(Beckman Instrument, California, USA). L'intégrité des échantillons a également été vérifiée en
faisant migrer 1 ul d'ARN sur un gel d'agarose 0,6 % d'agarose/TAE RNase Free. L'ARN a par la

suite été entreposé a -80 °C jusqu'a une future utilisation.

11. RT-PCR
Un RT-PCR a été réalisé sur les différents échantillons afin de valider I'expression du mARN de la

construction MUC16-TMU et MUC16-CTD. Dans des tubes de 1 ml, 2 pg ARN de chaque
¢chantillon a ét¢ mélangé avec 1 pg d'Oligo (dt) 15 primer (Promega, Madison, WI). Le volume
total de la solution a ensuite été porté a 15 pul avec 1'eau DEPC. Les tubes ont été incubés pendant
5min. a 70 °C. Apres, 2,6 ul d'eau DEPC, 5,0 pl Buffer 5X MMuLV RT (Catherine Desrosiers,
Département de microbiologie et infectiologie, Université de Sherbrooke), 2,4 ul dNTPs 25 mM et
90 U de MMuLV Reverse Transcriptase ont été ajouté aux échantillons. Les tubes ont été incubées

1 ha42°C.

Par la suite, 2 pl des solutions d'ADN obtenus ont été utilisés pour effectuer une réaction PCR.
Les amorces utilisées pour I'amplification de MUC16-CTD sont :
5'-CAACTCGAGTTGCAGATCCTCCAGGTCTA-3' (sense) et

5'-AACGATATCACCCTG CTGAGGGACAT -3’ (antisense)

(IntegratedDNA technologies).

Alors que ceux pour l'amplification de MUC16-TMU sont:
5-AATATCTTAAGCGGCCGCACCGGGTGGTCACCAGGAC-3'(sense) et
5'-ATGCGGCCATCTAGGCCACATCACCCTGAGGGAC-3'(antisense)

(IntegratedDNA technologies).
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Donc 2 pl d'ADN, 1,0 pl de I'amorce 3', 1,0 pl de I'amorce 5', 5,0 pul de tampon 10X Pfu Ultra,
0,4 ul dANTP 25 mM (GE Healthcare, Mississauga, ON) et 40,6 ul d'eau DEPC ont été
premicrement incubés 5 min. a 94 °C dans un appareil PCR Eppendorf Mastercycler gradient
(Brinkmann, USA). Ensuite, 2,5 U d'enzyme Pfu Ultra ont été ajoutés a chaque réaction de PCR.
A 30 reprises, les échantillons ont été dénaturés & 94 °C pendant 1 min., hybridés a 65 °C pour
I min et polymérisés a 72 °C pendant 1 min. Suite aux 30 répétitions, les échantillons ont été

incubés pendant 15 min. a 72 °C et ensuite préservés a 4 °C jusqu'a leur utilisation.

Afin de vérifier les réactions PCR, un gel d'agarose LE de 1,5 % (Roche) dans du TAE 1X ((40
mM Tris (Roche), 1 mM EDTA pH 8 (SIGMA), 20 mM acide acétique glacial (Fisher)) a été
préparé avec du bromure d'éthidium 1:10 000 (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Puis, 10 ul
des produits de PCR ont été placés sur le gel d'agarose et le tout a été¢ migré a 110 volts pendant
45 min. Les produits de PCR ont été observés sous la lumicre ultraviolette de l'appareil High

Performance UV transilluminator (UVP, Upland, CA).

12. Immunobuvardage de type Western
L'expression au niveau protéique a été¢ évaluée par immunobuvardage de type Western. Afin

d'obtenir un lysat, deux méthodes ont été utilisées. La premiere méthode, afin d'avoir un lysat plus
concentré, débute avec les premicéres étapes d'un passage cellulaire. Lorsque le culot a été obtenu,
il a été suspendu dans 200 pl de tampon de lyse (50 mM Tris-HCL, pH 7,5, 0,1 % SDS, 150 mM
NaCl, 0,5 mM EGTA, 1 % Triton X100) auquel a ét¢ ajouté les inhibiteurs de protéases suivants:
1 pg/ml 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (Sigma), 2 pg/ml aprotinine
(Roche), 0,7 pg/ml pepstatine (Sigma) et 0,5 pg/ml leupeptine (Sigma). Pour la deuxiéme

méthode, les cellules ont été mises préalablement dans une plaque 6 puits et ont été grattées avec
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un grattoir suite a I'application du tampon de lyse dans chaque puits et une agitation de 15 min. a

4 °C.

Les lysats ont été transférés dans des tubes de 1,5 ml, agités 15 min. a 4 °C et centrifugées 10 min.
a 5 000 rpm. Les surnageants ont été par la suite transférés dans des nouveaux tubes de 1,5 ml. Les

¢chantillons ont soit été utilisés directement ou entreposés a -20 °C pour une utilisation future.

Pour I'immunobuvardage, les échantillons ont ét¢ dosés par la méthode de Bradford en utilisant le
Dye Reageant Concentrate (BIO-RAD, Mississauga, ON) selon les recommandations du
fournisseur. De 10 pg a 50 pg de protéines ont été utilisés, les échantillons ont tout d'abord été
incubés 5 min. a 95 °C avec du tampon de chargement (250 mM Tris-HCL pH 6,8, 5 % (m/v) SDS
(Invitrogen), 50 % (v/v) glycérol, 681 mM [B-mercaptoéthanol (SIGMA) et du rouge phénol
(Fisher)). Les échantillons ont été placés sur des gels SDS-PAGE. Ces gels sont constitués d'un gel
concentrateur 4 % et un gel séparateur 10 %, les échantillons migrent environ 1 h a 150 V a la
température ambiante dans un tampon de migration (25 mM Tris, 0,2 M glycine (WISENT), 0,1 %
(m/v) SDS pH 8,3). Le transfert des gels sur une membrane PVDF (Roche) a ensuite été effectué
pendant 1 h 30 a 300 mA a 4 °C, dans un tampon de transfert (20 % méthanol, 25 mM Tris et 192
mM glycine). Suite au transfert des protéines sur les membranes, ces derniéres ont été bloquées
dans un tampon de blocage (lait en poudre commercial 5 % (m/v), 0,1 % (v/v) Tween 20
(EMD)/PBS (9,1 mM phosphate de sodium dibasique (J.T Baker), 1,7 mM phosphate de sodium
monobasique (Fisher), 15 mM chlorure de sodium; pH 7,4)) pendant 1 h avec agitation a la

température ambiante.

Par la suite, I'anticorps a été dilu¢ de fagcon appropriée, voir tableau 6, dans 5 % de lait et les

membranes ont été incubées avec agitation O/N a 4 °C. Le lendemain, les membranes ont tout
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d'abord été lavées, 3 fois durant 15 min., sous agitation et a température piece avec du PBS/Tween

(0,1 % Tween 20/PBS). Ensuite, elles ont été incubées avec l'anticorps secondaire couplé a une

peroxydase (Tableau 6) dilué¢ dans du lait 5 % durant 45 min. a température piéce sous agitation.

Encore une fois, les membranes ont été lavées 3 fois pendant 15 min. avec du PBS/Tween. La

révélation a été faite avec le kit ECL Prime Western Blotting Dectection Reagent (GE Healthcare)

en suivant les instructions du fournisseur. Des films HyBlot CL autoradiography film (Denville

scientific inc., Metuchen) ont été utilisés lors de I'exposition des membranes en ajustant le temps

d'exposition selon I'anticorps utilisé et les bandes obtenues.

Tableau 6: Différents anticorps et dilutions utilisés pour I'immunobuvardage et I'immunofluorescence

Anticorps Compagnie Dilution pour Dilution pour
I'immunobuvardage | I'immunofluorescence
de type Western
c-myc (Mouse) Invitrogen 1:2500 1:100
c-myc sc-789(Rabbit) Santa Cruz 1:1000 1:200
Biotechnology
M2 Sigma 1:500 1:100
Tubuline Sigma 1:25000 -
N-cadhérine Santa Cruz 1:200 1:100
Biotechnology
E-cadherine BD transduction 1:200 1:100
Laboratories
[- caténine Santa Cruz 1:500 1:800
Biotechnology
Vimentin Santa Cruz 1 : 1000 1:500
Biotechnology
Cytokératine 8 et 18 Zymed Laboratories - 1:250
Inc.
a-actinin Santa Cruz - 1:50
Biotechnology
ERK Santa Cruz 1:2500 -
Biotechnology
P-ERK Cell Signaling 1: 1000 -
Akt Cell Signaling 1:1000 -
P-Akt (serd73) Cell Signaling 1:1000 -
Kit Cycline Cell Signaling 1: 1000 -
mcl-1 BD pharmingen 1:500 -
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Bcl-2 Dako 1: 1000 -
Bcel-xI Cell Signaling 1:1000 -
FOXO3 Upstate 1: 1000 -

Elk Cell Signaling 1: 1000 -
GAPDH Santa Cruz 1:1000 -

Biotechnology

Anti-Mouse HRP Cell Signaling 1:3000 -
Anti-Rabbit HRP Cell Signaling 1:3000 -

13. Immunofluorescence
La validation des constructions a également été faite par immunofluorescence (IF). Ainsi, des

lames des différentes populations ont été réalisées. Dans des pétris, les cellules ont été déposées
sur des lames Precleaned Micro Slides (Surgipath, Concord, ON) dans 200 pl de milieu de culture
complet et ¢talées a 1'aide des tiges NO-CAP stérile (Simport, Beloeil, CA). Les lames dans les
pétris ont été incubées de 3 a 5 h a 37 °C et 5% CO,, afin que les cellules adhérent bien a la
surface des lames. Apreés cette période d'incubation, 10 ml de milieu de culture complet a été
ajouté a chaque pétri et le tout a été remis en incubation a 37 °C et 5 % CO, pour la nuit, ou

jusqu'a ce que les lames atteignent une confluence entre 50-70 %.

Les lames ont en premier lieu été rincées deux fois dans du PBS froid (0,17 M chlorure de sodium,
3,3 mM chlorure de potassium, 10 mM phosphate de Potasssium dibasique, 1,8 mM phosphate
monobasique; pH 7,4). Par la suite, les lames ont été fixées avec du formaldéhyde (Fisher) 3,7 %/
PBS froid pour 10 min. Par la suite, elles ont été lavées 3 fois dans du PBS pendant 5 min. Les

lames ensuite ont été directement utilisées ou entreposées a 4 °C dans du PBS jusqu'a utilisation.

Lors des IF, les lames ont ét¢ incubées dans une solution de glycine 0,1 M/PBS pendant 30 min. a

la température ambiante. Par la suite, pour les constructions MUC16-TMU les lames ont été
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perméabilisées dans une solution de 0,2 % Triton/PBS pendant 20 min. Ces dernieres, ont été
lavées 2 fois pendant 10 min. dans du PBS sur une plaque agitatrice et ont ét¢ bloquées dans une
solution de sérum de chévre 2 % dans du PBS toute la nuit a 4 °C. Le lendemain, les lames ont été
lavées 3 fois pendant 10 min. dans du PBS sur une plaque agitatrice. Aprés, une dilution adéquate
de l'anticorps primaire (Tableau 6) dans la solution de blocage a été appliquée a chaque lame
(200 ul). Les lames ont été incubées a la température piece pendant 1 h, dans une boite humide.
Par la suite, les lames ont été lavées 3 fois avec du PBS pendant 10 min. sur une plaque agitatrice.
Les prochaines étapes ont été effectuées a la noirceur. Premic¢rement, I'anticorps secondaire couplé
a une molécule fluorescente a été dilué (Tableau 7) dans la solution de blocage, puis appliqué aux
lames (200 pl) et incubé pendant 45 min. dans une boite humide. Suite a cette incubation, les
lames ont été lavées encore 3 fois pendant 5 min. avec du PBS sous agitation. Puis, les lames ont
été¢ incubées 2 min. avec une solution 0,002 % DAPI (4',6' Di amidino-2-phenyl indole) (Life
Technologies, Burlington, ON) dans du BSA 2 % (WISENT). Les lames ont été par la suite lavées
2 fois pendant 10 min. avec du PBS a la température ambiante, toujours a la noirceur. Finalement,
les lames sont montées avec du milieu de montage contenant du p-phenylenediamine (Sigma) et
observées au microscope Leica du département d’anatomie et biologie cellulaire (Université de

Sherbrooke) sous le filtre adéquat.

Tableau 7: Anticorps secondaires utilisés pour I'immunofuorescence

Anticorps Compagnie Dilution pour
Immunofluorescence
Alexa Fluor 594 goat anti-mouse Invitrogen 1: 1000
Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit Invitrogen 1:1000
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14. Comparaison de la morphologie
La morphologie des différentes populations a été évaluée par photographie a 1'aide du microscope

ECLIPSE TS 100 (Nikon corp.) avec un appareil numérique COOLPIX 4500 (Nikon corp.). Les
photos ont été prises avec l'objectif 10X, les cellules d'une méme lignée cellulaire avaient autant
que possible une confluence similaire. La culture des cellules a été faite dans des plaques 6 puits et

des T75; selon la méthode présentée au point 1.

15. Formation de foyers post confluence
Les cellules ont été¢ ensemencées dans des pétris et incubées dans leurs conditions habituelles. Les

cellules ont été suivies jusqu'elles atteignent leur confluence. Puis a 14 jours post-confluence, des
photos ont été prises a 10X a l'aide du microscope ECLIPSE TS 100 (Nikon corp.) avec un
appareil numérique COOLPIX 4500 (Nikon corp.). Les cellules ont été par la suite fixées avec la
formaline (Fisher) et colorées avec du crystal violet 0,5 % (Sigma) pendant 15 min. Suite a cette
coloration, les puits ont été pris en photos et les foyers contenant plus de 50 cellules ont été

dénombrés.

16. Croissance en présence d'ancrage limité
La capacité des cellules en croitre en absence d'ancrage a été évaluée. Tout d'abord, un mélange de

1,33 % d'agar et de milieu de culture 2X selon un ratio 1:1 a été déposé dans des plaques de 6 puits
afin de recouvrir le fond des puits. Soit 1,5 ml du mélange a été ajouté par puits et incubé a
température piéce jusqu'a la solidification. Puis les cellules ont ét¢ mélangées a 0,66 % d'Agar
bacteriological grade (WISENT) et du milieu de culture 2X (ratio 1:1) (WISENT) pour obtenir 10’
cellules par puits. Les plaques ont été incubées a température piece jusqu'a solidification. Par la
suite, 2 ml de milieu complet ont été ajoutés a chaque puits et les plaques ont été incubées a 37 °C

et 5 % CO,. Les plaques ont été incubées pendant 30 jours et le milieu a été changé aux 3-4 jours.
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Suite a cette incubation, les puits ont été coloriés avec 1 mg/ml de MTT (3- (4,5 -
Dimenthylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (SIGMA)/PBS (WISENT), 500 ul de
réactif ont été déposés par puits et incubés pendant 3-4h a 37 °C et 5% CO,. Les colonies

colorées composées de 10 cellules et plus ont été dénombrées et des photos ont été prises.

17. Formation de sphéroides
Les sphéroides sont des agrégats de cellules cancéreuses souvent retrouvés au niveau de 1’ascite

des patientes atteintes du cancer de I’ovaire. Cette organisation permettrait aux cellules
cancéreuses de survivre en absence d’ancrage a une matrice extracellulaire avant de former un
foyer secondaire a distance, donc jouerait un role important dans le processus métastatique. Pour

¢valuer la capacité des cellules a former des sphéroides, deux méthodes ont été utilisées.

17.1 Méthode de la goutte inversée
Les cellules ont été comptées et suspendues dans du milieu complet afin d'avoir une concentration

de 5 x 10° cellules par ml. Des gouttes de 15 pl de cette suspension ont été déposées dans le
couvercle d'un pétri. Dans le pétri 10 ml de PBS ont été ajoutés pour éviter I'évaporation. Ainsi, le
couvercle remis, les gouttes sont suspendues au couvercle et incubées a 37 °C avec 5 % CO,. Des
photos ont été prises a temps zéro et chaque jour durant 5 jours a l'aide du microscope ECLIPSE

TS 100 (Nikon corp., CA) avec un appareil numérique COOLPIX 4500 (Nikon corp.).

17.2 Test d’agrégation
Des pétris ont €té recouverts d'agar Agar bacteriological grade 1,2 % (WISENT) et de milieu de

culture sans sérum (WISENT) selon le ratio 1 : 1 et laissé solidifier a la température de la piece.
Les cellules ont été comptées et suspendues dans du milieu complet afin d'obtenir une
concentration de 270 000 cellules par ml. Par la suite, la suspension de cellules a été ajoutée au-

dessus de l'agar et incubée a 37 °C avec 5 % CO,. Des photos ont été prises a temps z€ro ainsi qu'a
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chaque jour sur une période de 2 jours avec l'aide du microscope ECLIPSE TS 100 (Nikon corp.)

avec un appareil numérique COOLPIX 4500 (Nikon corp.)

18. Expérience de migration - Blessure sur monocouche

Les cellules ont été ensemencées dans une plaque 6 puits de facon qu'elles atteignent la confluence
le lendemain. Une fois la confluence atteinte, un embout de 10 ul a été utilis€é pour faire une
blessure sur la monocouche. Une croix a été faite a 1'aide de I'embout, puis lavée doucement au
PBS. Ensuite, le milieu de culture contenant 40 mM d'hydroxyurée (Sigma) a été ajouté pour
inhiber la prolifération cellulaire. Les cellules ont été incubées a 37 °C avec 5 % CO; pendant

48 h. Des photos ont été prises a 10X, le jour du tragage et les jours subséquents.

19. Formation de tumeurs chez les souris
Les différentes populations NIH3T3 ont ¢été injectées de fagon sous-cutanée a des souris NUDE

(Charles River, St-Constant, QC, CA). Les souris NUDE sont des souris dépourvues de thymus et
de lymphocytes T matures. Ces souris sont donc immunodéficientes au niveau du systéme

immunitaire adaptif, ces souris sont également dépourvues de pelage.

Les populations de NIH3T3 ont été envoyées a la compagnie IDEXX RADIL (Columbia, MO)
afin de vérifier qu'elle était dépourvue d'agents pathogeénes pour les souris. Par la suite, les cellules
ont été concentrées en suivant le protocole de passage cellulaire, mis a part que la trypsine a été
inactivée avec 2ml de FBS, et les cellules ont été recueillies avec 5 ml de DMEM non
supplémenté. Les culots des cellules ont par la suite été suspendus dans du milieu de culture non

supplémenté et les décomptes cellulaires ont été effectués a I'aide d'un hémacymetre.
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Les souris NUDE ont été injectées a quatre endroits sur le dos des souris avec 5 millions de
cellules en suspension dans 100 pul de milieu (non complémenté) pour chaque injection. La
croissance des tumeurs formées a été suivie jusqu'a ce que les tumeurs formées atteignent 1 cm”.
Les tumeurs ont été par la suite retirées afin d'effectuer des coupes histologiques, mesurer leur

poids et effectuer des extractions d’ARN.

20. Evaluation des tumeurs

20.1 Coupe histologique
Un morceau de tissu a été récolté a partir de chaque tumeur et mis entre deux éponges dans une

cassette (Simport) préalablement mouillées dans PBS 1X, pH 7,4 (0,17 M chlorure de sodium, 3,3
mM chlorure de potassium, 10 mM phosphate de Potasssium dibasique, 1,8 mM phosphate de
monobasique). La cassette a par la suite été fermée et immergée dans une solution de fixation, soit
du formaldéhyde frais 4 %/PBS a 4 °C pendant 18-24 h. Le lendemain matin, la solution de
fixation a été changée pour de 1'é¢thanol froid 70 %. Les cassettes ont été rincées 2 fois dans
I'éthanol et par la suite remises au laboratoire de pathologie clinique (CHUS, Sherbrooke, QC) ou
les tumeurs ont été incluses dans la paraffine. Puis les blocs de paraffine ont été remis a la
plateforme d'histologie et de microscopie électronique de la FMSS pour effectuer la coupe de

plusieurs lames et la coloration a hématoxyline.

Pour déparaftiner, tout d'abord 3 lavages de 5 min. au xyléne (Fisher) ont été effectués, suivi de 3
lavages de 10 min, a I'é¢thanol 95 % et de deux lavages de 5 min. a I'eau distillée. Par la suite pour
exposer les antigénes les lames ont été incubées pendant 20 min. dans du citrate de sodium pH
6,0/0,05 % Tween chauffé. Les lames ont par la suite été refroidies a la température picce pendant
10 a 20 min. Pour la coloration des lames; les lames ont été lavées 2 fois avec de l'eau distillée,

puis une dilution d'anticorps approprié¢ (Tableau 8) dans du TBS (Dako) /1 % albumine sérique
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bovine (WISENT) a été appliquées aux lames. Le tout a été incubé pendant 30 min. dans une boite
humide. Les prochaines étapes de la coloration ont été effectuées selon le protocole de Dako
LSAB + System-AP (North America, Inc., CA, USA). Des photos sont prises a la fin de la
coloration avec l'aide du microscope ECLIPSE TS 100 (Nikon corp.) avec un appareil numérique

COOLPIX 4500 (Nikon corp.).

Tableau 8: Anticorps utilisés pour la coloration des coupes histologiques

Anticorps Compagnie Dilution

Tubuline Sigma 1:500

aSMA Dako 1:50

c-myc Santa Cruz Biotechnology 1:50

moc31 Cappel ICN Pharmaceuticals 1:10

inc.
E-cadhérine BD transduction Laboratories 1:100
M2 Sigma 1:50
20.2 Extraction de PARN

L’homogénisateur en verre et Teflon a été nettoyé avec ARNaway, suivi avec de 1'éthanol 95 %,
de I'eau stérile et finalement avec 1 ml de Trizol (Invitrogen). Le tissu a été par la suite ajouté et
homogénéisé avec 800 pul de Trizol. L'homogénéisation a été effectuée 1 min. a la fois afin que la
solution ne devienne pas trop chaude. Suite a 'homogénéisation, la solution a été récoltée et mise a

-80 °C. La suite de l'extraction de I’ARN est la méme qu’avec les cellules décrites au point 4.
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21. Micropuce
Des échantillons d'ARN des cellules OSE-hTERT ont été envoyés au Laboratoire du Dr. Dimcho

Bachvarov (Département de médecine moléculaire, Université Laval, laboratoire oncogénomique,
CHU-Q) afin d'effectuer un profil d'expression génique sur les deux clones indépendants qui
expriment MUC16-CTD comparativement a la population contrdle qui exprime MUC16-TMU.
Cet essai permet d'identifier les geénes et voies de signalisations augmentés ou diminués dans les
différents clones qui expriment la partie C-terminale de MUC16. L’hybridation a été réalisée en
utilisant le génome humain complet Oligonucléotides puce a ADN (Agilent), contenant ~ 44 000
genes, au Centre de recherche sur le cancer, Hopital Hotel-Dieu de Québec. Apres I'hybridation et
le lavage, les ADN ont été analysés en utilisant une puce a ADN double-scanner laser (Agilent).
Les données ont été extraites a partir d'images obtenues par le logiciel Feature Extraction 6.1
(Agilent). Le logiciel GeneSpring (Agilent) a été utilisé pour générer des listes de génes choisis
pour I'analyse statistique. Une normalisation de l'intensité dépendant (normalisation Lowess) a été
appliquée afin de corriger les artefacts provoqués par des taux non-linéaires d'incorporation de
colorant, ainsi que des incohérences de l'intensité de fluorescence relative entre les colorants. Les
listes consécutives de genes exprimés de manicre différentielle ont été générés soit d'une
expression 1,5 fois plus ou moins que les critéres de sélection des geénes. Les geénes dans les listes
de geénes ont été classés selon leur fonction en utilisant la Gene Ontology (GO SLIMS) systéme de
classification. L'analyse de réseau des données de puces a ADN a été réalisée en utilisant le
logiciel Ingenuity Pathway Analysis (http://www.Ingenuity.com WebCite). Les données de puces

a ADN ont été déposés a la base de données GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ WebCite).
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Résultats

22. Infection et validation de la lignée cellulaire immortalisées non-transformée NIH3T3
Des résultats préalablement obtenus par notre laboratoire indiquent que la partie C-terminale de

MUCI16 joue un role important dans la migration, 1’invasion, le processus métastatique et dans la
tumorigénese du cancer ovarien. Ces observations suggerent un role précoce dans la pathogenése
du CEO. Toutefois, son role précis dans la transformation cellulaire n’a pas été établi. Donc pour
approfondir nos connaissances sur les fonctions de MUCI16 dans la transformation cellulaire, la
partie C-terminale de MUC16 (MUC16-CTD) a ét¢ exprimée de fagon stable dans plusieurs types

cellulaires.

Les fibroblastes de souris immortalisées NIH3T3 ont été utilisés en premier afin de vérifier la
capacité de la partie C-terminale de MUCI16 a transformer les cellules ou a leur conférer des
caractéristiques de cellules cancéreuses. Cette lignée cellulaire a été choisie, car elle est un modele

cellulaire typiquement utilisé afin d’évaluer les propriétés oncogéniques de différentes protéines.
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22.1 Infection et validation des populations
Les NIH3T3 ont été infectées avec les lentivirus plenti6V5-EV, plenti6V5-GFP, plenti6V5-

MUC16-TMU et plenti6 V5-MUC16-CTD, présentés dans la section matériel et méthode. Par la
suite, une évaluation de I’efficacité des infections a été effectuée par I’observation de 1’expression
de la GFP chez les populations controles NIH3T3-GFP. Selon cette vérification, le pourcentage de

cellules exprimant la GFP était de 30-40 % (Figure 9).

Figure 9: Efficacité d’infection des NIH3T3
Des photos des NIH3T3-GFP ont été prises 3 jours apres ’infection des NIH3T3 a 20X pour évaluer

l'efficacité d'infection par l'observation de la fluorescence verte des NIH3T3. Le pourcentage de
cellules exprimant la GFP est de 30-40 %.
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Une premicre validation a été faite aprés 10 jours de sélection avec la blasticidine, afin de
confirmer la présence de la construction MUC16-CTD dans les 3 populations NIH3T3-CTD et
I’absence de cette construction dans les populations contrdéle NIH3T3-EV et NIH3T3-TMU. La
construction dans les NIH3T3-TMU contenant seulement le domaine extracellulaire et le domaine
transmembranaire de MUC16 est utilisée afin de déterminer si les effets observés sont bien attribuables
a la partie cytoplasmique de MUCI16. Cette validation a été faite par RT-PCR, les résultats sont
présentés a la figure 10, on constate que les 3 populations NIH3T3-CTD infectées par le
plenti6V5-MUC16-CTD expriment la construction MUC16-CTD alors que les populations
controle NIH3T3-EV et NIH3T3-TMU ne I’expriment pas. Par choix arbitraire, nous avons choisi

la deuxiéme population pour produire des clones indépendants.

Population NIH3T3-lenti

CTD

CTRL+ EV GFP 1 2 3

«— CTD

Gel d'agarose 1,5% / TAE1X

Figure 10: Validation des populations des populations NIH3T3-CTD par RT-PCR

Les produits du RT PCR ont été placés sur un gel d’agarose 1,5 % / TAE. L’expression de I’ARN
de la construction de MUC16-CTD a été validée dans les trois populations NIH3T3-CTD. La
population controle était les SKOV3-CTD. Les bandes sont aux alentours de 1000 pb, qui est la
taille attendue pour la construction MUC16-CTD.
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22.2 Validation des clones indépendants
Des clones indépendants NIH3T3-CTD ont été réalisés par la méthode de dilution. Plusieurs

clones ont €té obtenus et validés par RT-PCR, immunobuvardage et par immunofluorescence.

22.2.1 RT-PCR
Tout d'abord, les différents clones ont été vérifiés au niveau de la transcription a partir d’un RT-

PCR. Les résultats sont présentés a la figure 11, on peut observer I’expression de la construction
dans tous les clones indépendants obtenus. Nous avons décidé de conserver seulement les clones
indépendants H9 et E9, par choix arbitraire, pour la suite des expériences et nous les avons

nommés NIH3T3-CTD1 et NIH3T3-CTD2 respectivement.

NIH3T3-lenti Clones-NIH3T3-CTD

EV CTD2 F11 H9 E9 D7

CTD

Gel d’agarose 1,5% / TAE1X

Figure 11 : Validation des clones indépendants NIH3T3-CTD par RT-PCR

Les produits du RT PCR ont été placés sur un gel d’agarose 1,5 %/TAE. L’expression de I’ARN
de la construction de MUC16-CTD a été validée dans tous les clones indépendants NIH3T3-
CTD. Les bandes sont aux alentours de 1000 pb, qui est la taille attendue pour la construction
MUC16-CTD.
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22.2.2 Immunobuvardage
L’expression de MUC16-CTD dans les clones NIH3T3 a ensuite été validée au niveau protéique

par immunobuvardage de type Western. L’expression de MUC16-CTD a été détectée en utilisant
les anticorps; anti-c-myc et anti-M2 (FLAG) qui sont spécifiques aux étiquettes dans la
construction. On peut constater a la figure 12 qu’il y a expression de MUC16-CTD dans les deux
clones indépendants NIH3T3-CTD1 et NIH3T3-CTD2.

Clones NIH3T3

NIH3T3 NIH3T3-EV CTD1 CTD2

MUC16
CTD
IB anti-c-myc
MUC16
GTD

IB anti-FLAG

Tubuline —s

IB anti-tubulin

Figure 12: Validation des clones indépendants NIH3T3-CTD par Immunobuvardage

L’expression de MUC16 CTD a été détectée en utilisant un anticorps anti-c-myc ainsi qu’un
anticorps anti-M2 (FLAG). Tubuline a été utilisé pour s’assurer que les niveaux protéiques
étaient équivalents.

75



22.2.3 Immunofluorescence
Finalement, nous avons validé I’expression de MUC16-CTD dans les clones indépendants

NIH3T3-CTD par immunofluorescence en utilisant I’anticorps anti-c-myc. Les deux constructions
MUC16-TMU et MUC16-CTD possedent une étiquette c-myc (Figure 8). On détecte 1’expression
de MUC16-CTD dans les deux clones indépendants NIH3T3-CTD1 et NIH3T3-CTD2, ainsi que

I’expression de MUC16-TMU dans la population NIH3T3-TMU (Figure 13).

MUC16 TMU

MUC16 CTD1 MUC16 CTD2

Figure 13: Validation des clones indépendants NIH3T3-CTD

Détection de I’expression de MUC16 CTD dans les clones NIH3T3-CTD et de I’expression de MUC16-
TMU dans la population NIH3T3-TMU par immunofluorescence en utilisant 1’anticorps anti-c-myc. Les
deux constructions (MUC16-TMU et MUC16-CTD) posseédent 1’étiquette c-myc. La coloration bleue
représente le noyau et la coloration rouge représente I'expression de la protéine c-myc.
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23. Expériences d'évaluation de la transformation
Suite a la validation des clones indépendants, nous avons effectué plusieurs expériences afin

d’évaluer la capacité de la partie C-terminale de MUC16 a transformer les NIH3T3.

23.1 Changement de morphologie
La morphologie des différentes populations NIH3T3 a été comparée et photographiée. On note des

petites différences (Figure 14), les clones NIH3T3-CTD semblent avoir une morphologie plus
¢épithéliale, les cellules sont plus regroupées et en forme d'étoile, alors que les populations
NIH3T3-EV et NIH3T3-TMU semblent avoir une morphologie fibroblastique typique de la lignée

cellulaire NIH3T3, soit des cellules plus allongées.

Figure 14: Morphologie des différentes populations NIH3T3

Des photos des NIH3T3 ont été prises a 10X des différentes population afin d'observée
leur morphologie. Les fleches démontrent une morphologie fibroblastique typique de la
lignée cellulaire NIH3T3, soit des cellules plus allongées chez les populations NIH3T3-
EV (EV) et NIH3T3-TMU (TMU), alors qu'elles démontrent une morphologie plus
épithéliale et en forme d'étoile; dans les populations NIH3T3-CTD (CTD1 et CTD2).
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23.2 Formation de foyers post-confluence
Une expérience typiquement utilisée afin de vérifier la transformation des cellules consiste a

laisser celles-ci croitre a confluence et a déterminer si elles sont en mesure de former des foyers de
croissance en condition adhéré. On peut constater a la figure 15 A, que plusieurs foyers chez les
deux clones indépendants exprimant la partie CTD de MUC16 ont été formés et quelques un pour
les populations qui expriment le vecteur vide et la partie TMU de MUCI16. Si l'on se référe au
graphique a la figure 15 B, on peut constater que les deux clones NIH3T3-CTD1 et CTD2 ont
formés significativement plus de foyers de transformation, comparativement aux populations

contrbles. Ces résultats suggerent que la partie C-terminale de MUC16 favorise la formation de

foyer en condition adhéré et ainsi la perte d’inhibition de contact.

78



Foyers de transformation (N=3)
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Figure 15: Formation de foyers de transformation

(A) Les cellules ont été¢ ensemencées dans des pétris et incubées dans leurs conditions habituelles. Les
photos a 100X ont été prises a 14 jours. Les cellules ont été fixées avec la formaline et colorées au crystal
violet, 14 jours apres 1’atteinte de leur confluence. Les fleches désignent plusieurs foyers formés chez les
deux clones indépendants exprimant la partie CTD de MUC16 (B) Graphique moyen des foyers de
transformation formés dans chaque population (NIH3T3-EV (EV), NIH3T3-TMU (TMU), NIH3T3-CTD!1
(CTD1) et NIH3T3-CTD2 (CTD?2)) pour trois essais indépendants. P=0.003

23.3 Prolifération
Par la suite, la prolifération des différentes populations a été évaluée a 1’aide d’un essai XTT sur 6

jours. Tout d’abord a la figure 16 A, on observe une augmentation de la prolifération en condition
normale de sérum soit 10 %, et ce, significativement a partir de 72 h pour les deux clones
indépendants NIH3T3-CTD1 et NIH3T3-CTD2 comparativement aux populations contrdle
NIH3T3-EV et NIH3T3-TMU. Nous avons vérifi€é si MUC16-CTD pourrait également
promouvoir la prolifération en condition faible de sérum. Nous avons donc effectué la méme
expérience, cependant avec du milieu contenant seulement 1 % de sérum. Les résultats présentés a

la figure 16 B, démontrent une augmentation significative de la prolifération des deux clones
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indépendants, et ce, dés 48 h. Alors que les populations controles semblent avoir de la difficulté a

proliférer en présence de seulement 1 % de sérum.

Ces résultats suggerent que la partie C-terminale de MUCI16 est suffisante pour stimuler la
prolifération en condition normale et en condition réduite en sérum, ainsi MUCI16 pourrait

conférer aux cellules une certaine indépendance a différents signaux de croissance.

A) Courbe de croissance a 10 % de B) Courbe de croissance a 1 % sérum
sérum (N=3) 0,25 - (N=3)
0,65 -
0,23 -
0,55 0,21
DO 3
450nm DO 40,19
0,45 450nm
0,17
0,35 ——EV 0,15 ——EV
== TMU 0,13 =i=TMU
0,25 CcTD1 0.11 CTD1
== CTD2 =>=CTD2
0,09
0,15
0,07 -
0,05 ! T T T 1 0105 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Heures d'incubation (h) Heures d'incubation (h)

Figure 16: Courbe de croissance

(A) 1000 cellules par puits ont été ensemencées dans une plaque 96 puits et incubées en présence de FBS 10 %. Les plaques ont été
analysées aux 24 h pendant 6 jours. Aprés avoir traité 1 h avec la solution XTT, les plaques ont été lues a 450 nm. (N=3) (P=0.01
pour 72 h-96 h). (B) 1000 cellules par puits ont été ensemencées, NIH3T3-EV (EV), NIH3T3-TMU (TMU), NIH3T3-CTD1 (CTD1)
et NIH3T3-CTD2 (CTD?2), dans une plaque 96 puits et incubées en présence de FBS 1 %. Les plaques ont été lues a 450 nm. Les
plaques ont été analysées aux 24 h pendant 6 jours.
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23.4 Croissance en absence d'ancrage
Une autre expérience typiquement utilisée pour évaluer la transformation des cellules est une

expérience en Agar mou. Cette expérience consiste a ensemencées les cellules dans du milieu
complet et 0.33 % d’Agar afin d’évaluer la capacité a croitre en absence d’ancrage. Les résultats
présentés a la figure 17 A, démontre que les clones indépendants exprimant MUC16-CTD ont
formé plusieurs colonies, alors que les populations contrdles en ont formés que trés peu. Si 1'on se
réfere au graphique en B, on peut constater que les deux clones NIH3T3-CTD1 et CTD2 ont formé
significativement plus de colonies, comparativement aux populations qui expriment le vecteur vide
(NIH3T3-EV) et la partie TMU de MUC16 (NIH3T3-TMU). Cette croissance en ancrage limité

suggere que MUC16-CTD favorise la croissance en absence d’ancrage.

NIH3T3-EV NIH3T3-TMU NIH3T3-CTD1 NIH3T3-CTD2
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Colonies en Agar Mou (N=3)
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Figure 17: Formation de colonies en absence d’ancrage

(A) Photos de colonies formées en agar mou a 100X des différentes populations aprés un mois
d’incubation. Les cellules ont été incubées dans une matrice d’agar 0,33 % et de milieu de culture.
10° cellules par puits ont été ensemencées. Les fleches désignent les colonies formés visibles. (B)
Graphique moyen des colonies formées chez les différentes populations NIH3T3-EV (EV),
NIH3T3-TMU (TMU), NIH3T3-CTD1 (CTD1) et NIH3T3-CTD2 (CTD?2). Seules les colonies de
plus de 10 cellules ont été comptées. Les cellules ont été incubées durant 1 mois (N=3).

24. Evaluation des différentes caractéristiques associées a la tumorigénése
Suite aux expériences de transformation, nous avons voulu vérifier les effets du CTD de MUC16 sur

différentes caractéristiques associées a la tumorigénicité.

24.1 Formation de sphéroides
Nous avons tout d’abord évalué la capacité des populations a former des sphéroides. Les cellules

cancéreuses de 1’ovaire sous forme de sphéroides sont souvent retrouvées au niveau de 1’ascite
retirée aux patientes atteintes d’un cancer de 1’ovaire. Nous avons donc mis des cellules en
suspension dans une goutte de milieu et évalué leur taille et leur densité. On a observé a la figure 18
A que toutes les populations formaient des sphéroides, leur densité semble étre la méme, cependant

ceux qui expriment MUC16-CTD semblent étre plus gros. Nous avons donc mesuré ’air des
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sphéroides et on peut constater a la figure 18 B que la grosseur des clones indépendants augmente

durant le temps alors que les populations contrdles restent stables. Ces résultats suggerent que la

partie C-terminale de MUC16 favorise la formation de plus gros sphéroide.

B
Jour1l Jour 5
NIH3T3-
&V 14
12
NIH3T3-
Tmu
10
aire du
sphéroide 8
(nm?)
NIH3T3- 6
cTD1
4
2
NIH3T3-

CcTD2

Figure 18: Formation de sphéroides

Graphique aire des sphéroides

==LV
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==de=CTD1
=>é=CTD2

24 74 124 174
Heures d'incubation (h)

(A) 5x10° cellules par ml sont suspendus dans des gouttes de 15 pl. Plusieurs gouttes ont été suspendues dans
le couvercle d'un pétri de culture pour chaque populations. Des photos ont été prises a temps zéro et chaque
jour durant 5 jours a 20X. Les photos illustrées sont représentatives des résultats observées. N=2 (B) L’aire
des sphéroides ont ét¢ mesurés de chaque populations NIH3T3-EV (EV), NIH3T3-TMU (TMU), NIH3T3-
CTD1 (CTD1) et NIH3T3-CTD2 (CTD2) a l'aide des photos présenté en A.

83



24.2 Croissance chez les souris NUDE
Les populations ont été injectées de fagon sous-cutanée dans des souris NUDE avec 5 millions de

cellules a quatre endroits sur le dos des souris. La croissance des tumeurs formées a été suivie
jusqu’a ce les tumeurs atteignent environ 1 cm’. Les souris ont alors été euthanasiées, les tumeurs
disséquées et pesées. On peut constater a la figure 19 que les tumeurs formées par le clone
NIH3T3-CTD1 sont plus grosses que celles formées par le contrdle NIH3T3-TMU (A et B). De
plus, on peut constater que le poids des tumeurs formées est é¢galement plus élevé chez les souris
qui ont été injectées avec le clone CTD1 que ceux injectés avec le controle TMU (C). Le volume
moyen des tumeurs formées par les NIH3T3-CTDI1 dans les souris injectées a excédé 0,25 g a 23
jours alors que les tumeurs formées par les NIH3T3-TMU étaient de 0,067 g a 23 jours. Nous
avons validé I’expression de MUC16-CTD et de MUC16-TMU a I’aide d’un RT-PCR fait a partir

de biopsie des tumeurs (D), on peut constater que les tumeurs expriment bien les protéines.
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Figure 19: . Croissance chez les souris NUDE

Les populations NIH3T3-TMU (TMU) et NIH3T3-CTD1 (CTD1) ont été injectées de facon sous-cutanée dans
des souris NUDE, soit avec 5 millions de cellules a quatre endroits sur le dos des souris. (A) La croissance des
tumeurs formées a été suivie jusqu’a ce les tumeurs formées atteignent environ 1 cm’. L'image illustre
l'apparence des tumeurs lorsqu'elle ont atteint 1 cm’ suite & l'injection de la population NIH3T3-CTDI. (B) Les
souris ont été euthanasiées, les tumeurs disséquées et mesurés. L'image illustre l'apparence des tumeurs obtenus
chez les souris NUDE. (C) Les tumeurs ont été pesées. La figure illustre la masse moyenne des tumeurs sous-
cutanées extraites des souris NUDE suite a leur euthanasie soit 23 jours suite a l'injection. Les données
proviennent d'une seule expérience et comprennent 8 tumeurs prélévées a 2 souris NIH3T3-TMU et 8 tumeurs
prélevées a deux souris NIH3T3-CTD1 (D) Vérification par RT-PCR 1’expression de MUCI6TMU et
MUCI16CTD dans les tumeurs des souris, avec des amorces spécifiques. Les produits RT-PCR ont été séparés
sur un gel de 1,5 % d’agarose. Les bandes sont aux alentours de 1000 pb, qui est la taille attendue pour la
construction MUC16-CTD, ainsi que la construction MUC16-TMU qui ont seulement 31 a.a de différence.

24.2.1 Analyse de l'expression de différentes protéines dans les tumeurs

Des coupes histologiques ont été faites sur les tumeurs afin de déterminer 1’expression de

différentes protéines au niveau du tissu. La protéine aSMA a été tout d’abord évaluée, cette

protéine est exprimée par les myofibroblastes, elle devrait donc étre présente dans toutes les

tumeurs formées. Les résultats a la figure 20 démontrent que la protéine est exprimée dans toutes

les coupes de tissu. On a également évalué¢ I’expression de moc31 qui est une glycoprotéine

exprimée par les cellules épithéliales et retrouvées seulement chez I’humain. Les tumeurs ainsi ne

devraient pas exprimer cette protéine étant donné que les NIH3T3 injectées dans les souris sont

des fibroblastes de souris. On peut observer a la figure 20, toutes les coupes sont négatives pour

Moc31. Ces résultats suggerent que les tumeurs représentent le type histologique attendu.
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Figure 20: Coupe histologiques des tumeurs

Des coupes histologiques ont été faites sur les tumeurs des souris NIH3T3-EV, NIH3T3-TMU et NIH3T3-
CTD1. La coloration des coupes des différentes tumeurs obtenues ont été fait selon le protocole de Dako
LSAB + System AP a I’aide de divers anticorps. Des photos représentative des sections de tissu coloriés
obtenues ont été prises a 20X. La tubuline a été utilisée comme contrdle positif et la coloration rouge
représente la présence de la protéine dans le tissu.




25. Analyse de l'expression protéique de différentes protéines
Pour comprendre par quels mécanismes moléculaires MUC16-CTD transforme les cellules

NIH3T3. Nous avons tout d'abord évalué les niveaux protéiques de plusieurs protéines, dont les
cyclines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et qui entrainent également l'activation

de plusieurs geénes importants dans la prolifération, la survie et la migration.

A la figure 21 A, on peut tout d’abord observer une diminution de I’expression de la cycline Al.
Cette cycline est impliquée dans la régulation de la progression de la phase S du cycle cellulaire.
Elle phosphoryle des substrats qui déclenchent et entretient la réplication de ’ADN et aussi va

entrainer ’inactivation de la phase G1.

On observe également (Figure 21 A), une augmentation de 1’expression de la forme cycline D2 qui
est nécessaire a la phase G1. Elle a aussi comme fonction de réguler les CDK4 et 6 qui sont requis
pour la transition G1/S du cycle cellulaire. Des études ont également démontré que cette forme de

cycline est surexprimée dans les tumeurs ovariennes.

De plus, on observe une augmentation de la cycline E2 qui elle aussi joue un rdle dans la
progression de la phase Gl. Elle a comme fonction de lier CDk2 et entrainer é¢galement la
transition G1/S du cycle cellulaire. On peut aussi constater I'expression de 1'isoforme plus courte
de la cycline E2 dans les deux clones indépendants alors qu'elle est absente dans les populations

controles.

Pour les autres cyclines représentées en B dans un tableau synthése, nous n'avons pas observé de
différences d’expression entre les populations controles et les clones expriment MUC16-CTD. Ces

résultats suggerent que MUCI16-CTD augmentait la prolifération par I’initiatiation de la
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prolifération via la phase G1 (Figure 21 C), par une augmentation accrue des cyclines D2 et E2 et

une diminution de la cycline A2.

Nous avons également noté qu’il y avait une augmentation de la forme phosphorylée de ERK dans
les clones qui expriment MUC16-CTD (Figure 21 A). ERK fait partie des MAP kinase qui joue un
role important dans la prolifération et la croissance cellulaire. ERK activée peut phosphoryler
plusieurs substrats cytoplasmiques et nucléaires nécessaires a la transcription de nombreux genes
afin de passer de la phase G1 a la phase S dans le processus de division cellulaire. Ces résultats

sont compatibles avec les résultats obtenus avec les cyclines.

Il ne semble pas avoir de changement d’expression des formes d’Akt totale et phosphorylée
(Figure 25 B). Pour ce qui est des protéines en aval de ERK comme Elk et mcl-1 (qui sont
impliqués dans la survie cellulaire et la prolifération), nous n’avons pas observé d’augmentation
dans les clones exprimant CTD (Figure 21 B). C’est également le cas pour les protéines anti-

apoptotiques Bcl-2 et Bel-x1 (Figure 21 B).
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EV TMU CTD1 CTD2

Expression
IB anti- P-Erk Cycline A1 N
Cycline B1 —
IB anti- Erk Cycline D1 -
Cycline D2 —
Cycline D3 =
IB anti-cycline A Cycline E2 P
Cycline H —
IB anti-cycline D2 P-ERK —
ERK -
P-AKT —
IB anti-cycline E2
AKT =
Bcel-2 —
IB anti-tubuline
Bel-xl —
mcl-1 =

. protein -
a. g, kamins,

P phospharylation
R restriction point
@ checkpoint

Figure 21: L'expression protéique de différentes protéines
A) Les lysats cellulaires obtenus ont été¢ analysés par immunobuvardage par différents anticorps. (B) Tableau

synthése de I’expression protéique obtenue par immunobuvardage avec différents anticorps. (C) Vue d'ensemble de
l'activation et de la régulation du cycle cellulaire. Image tirée Cancero dig, 2010.
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En résumé, les NIH3T3 exprimant MUC16-CTD ont formé significativement plus de foyers en
conditions adhérées et non-adhérées. On a aussi observé une augmentation de la prolifération dans
les cellules exprimant MUC16-CTD en conditions normales et appauvries de sérum. Nous avons
observé la formation de sphéroides qui grossissaient dans le temps chez les NIH3T3 exprimant
MUCI16-CTD. Nous avons ¢galement observé I'augmentation de 1'expression de certaines cyclines
et de la forme phosphorylée de ERK chez les clones NIH3T3-CTD. Finalement, nous avons
observé la formation de tumeurs sous-cutanées dans les souris NUDE. Ces résultats suggeérent que

MUCI16-CTD joue un réle dans la transformation.

26. Infection et validation de la lignée cellulaire OVN non-immortalisées non-transformée

26.1 Infection des OSE
Suite aux résultats obtenus avec la lignée NIH3T3, il a été décidé d’infecter les cellules OSE afin

de déterminer si MUC16-CTD pourrait entrainer une immortalisation et/ou une transformation des
cellules. Les cellules OSE sont les cellules de la surface épithéliale de 1’ovaire, elles ont été
obtenues par Banque d’échantillons biologiques (seins/ovaires) et de données de Sherbrooke, ce
sont des cellules non transformées, non immortalisées, non tumorigéniques et qui n'expriment pas
normalement la protéine MUC16. Les OSE utilisés dans ce projet sont les OVNT221, OVNT321
et OVNT225, ce sont des cellules issues d'ovaires sains de différentes patientes qui ont subit une
intervention au Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke. Elles ont été infectées avec les

lentivirus plenti6 V5-EV, plenti6 V5-GFP, plenti6 V5-MUC16-TMU et plenti6 V5-MUC16-CTD.

91



Une évaluation de I’efficacité des infections a été effectuée en premier lieu par I’observation de
I’expression de la GFP chez les populations contréles OSE-GFP. Selon cette vérification,
présentée a la figure 22, I’infection semble avoir été efficace. Le pourcentage de cellules

exprimant la GFP est aux alentours de 80 % et I’exprimait de fagon forte.

OVNT221-GFP OVNT321-GFP OVNT225-GFP

Figure 22: Efficacité d’infection des OSE

Les OSE OVNT221, OVNT321 et OVNT225 ont été infectées avec le plenti6 V5-GFP. Des photos des OSE-GFP ont
été prises trois jours aprés l’infection des OSE a 20X pour évaluer l'efficacité d'infection par l'observation de la
fluorescence verte des OSE. Le pourcentage de cellules exprimant la GFP est aux alentours de 80 %.
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26.2 Validation

26.2.1 RT-PCR
Une premicre validation a été faite visant a confirmer la présence de la construction MUC16-CTD

dans les populations OSE-CTD et ’absence de cette construction dans les populations contrdle
OSE-EV et OSE-TMU. Cette validation a été faite par RT-PCR, les résultats sont présentés a la
figure 23. La population OVNT-225 est entrée en sénescence environ une semaine apres
I’infection, donc aucune validation et expérience n’a été faite pour cette population. On constate
que les 4 populations OSE-CTD (OVNT221-CTD et OVNT321-CTD) infectées par le plenti6 V5-
MUCI16-CTD expriment la construction MUC16-CTD alors que les populations contréles OSE-

EV et OSE-TMU ne I’exprime pas.

Population OVNT321 Population OVNT221

1kb CTD CcTD
lader EV GFP

NIH3t3
1 2 1 2 CTD2

<«—— MUC16CTD

Figure 23: Validation des populations des populations OSE-CTD par RT-PCR

Les produits du RT PCR ont été placés sur un gel d’agarose 1,5 % / TAE. L’expression de ’ARN de la
construction de MUC16-CTD a été validée dans les quatre populations OVNT321-CTD et OVNT221. La
population contrdle était les NIH3T3-CTD. Les bandes sont aux alentours de 1000 pb, qui est la taille
attendue pour la construction MUC16-CTD.
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26.2.2 Immunofluorescence
L’expression de MUCI6-CTD a été validée dans la population OVNT221-CTD par

immunofluorescence en utilisant I’anticorps anti-c-myc. On peut voir les résultats a la figure 24,
on détecte I’expression de MUC16-CTD dans les populations OVNT221-CTD1 et OVNT221-

CTD2, ainsi que I’expression de MUC16-TMU dans la population OVNT221-TMU.

OVNT221-EV OVNT221-TMU  OVNT221-CTD1 OVNT221-CTD2

Figure 24: Validation des populations OSE-CTD

Détection de I’expression de MUC16-CTD dans les populations OVNT221-CTD et de I’expression de MUC16-TMU
dans la population OVNT221-TMU par immunofluorescence en utilisant I’anticorps anti-c-myc. Les deux
constructions (MUC16-TMU et MUC16-CTD) possedent I’étiquette c-myc. La coloration bleue représente le noyau et
la coloration rouge représente I'expression de la protéine c-myc.
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27. Expériences d'évaluation de la transformation
La morphologie et la croissance des cellules ont été suivies apres 1’infection des cellules avec les

différents lentivirus. La morphologie des différentes populations OVNT221 et OVNT321 a été
comparée et photographiée. Aucune différence de morphologie n’a été observée entre les
différentes populations OVNT221 (Figure 25 A) ni entre les différentes populations OVNT321
(Figure 25 B). Au niveau de la vitesse de croissance des cellules, aucune différence n’a été
observée entre les différentes populations. La présence de MUCI16-CTD n’a pas affecté
I’inhibition de contact des cellules. Les populations OVNT225 sont entrées en sénescence une
semaine apres leur infection. Les populations OVNT321 sont entrées en sénescence vers les
passages 6-7 alors que les populations OVNT221 vers les passages 15-16. La partie C-terminale

de MUCI16 ne semble pas entrainer une transformation ou une immortalisation des cellules OSE.

Figure 25: . Morphologie des OSE

La morphologie des différentes populations OVNT221 et OVNT321 a été comparée et photographiée. Des photos
des OVNT221 (A) et des OVNT321 ont été prises a 10x. Aucune différence de morphologie n’a été observée entre
les différentes populations.
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28. Infection et validation de la lignée cellulaire immortalisée non-transformée OVNT-95-

hTERT

28.1 Infection
Suite aux résultats obtenus, il a été décidé d’étudier I’effet de MUCI16-CTD sur des OSE

immortalisés avec la télomérase. Cette lignée cellulaire a été réalisée par Sylvain Lespérance la
lignée cellulaire de I’ovaire (OSE) a été immortalisée par 1’expression de la télomérase reverse
transcriptase (hTERT). Ces cellules posseédent un potentiel de prolifération illimité et elles sont
non tumorigéniques. La lignée OVNT95 hTERT a été infectée avec les méme lentivirus utilisés

pour les NIH3T3 et les OSE.

Comme lors des expériences précédentes, 1’efficacité d’infection a été évaluée a travers
I’observation de la fluorescence de la population GFP. Selon les résultats obtenus, a la figure 26 A,
I’efficacité d’infection semble avoir été¢ au alentour de 50 %. Une premicre validation a été faite
visant a confirmer la présence de la construction MUC16-CTD dans les populations OVNT95
hTERT-CTD. Cette validation a été faite par RT-PCR, les résultats sont présentés a la figure 26 B,
les 2 populations OVNT95 hTERT-CTD infectées par le plenti6 V5-MUC16-CTD expriment bien
la construction MUC16-CTD. A partir de la deuxiéme population OVNT95 hTERT, choisis
arbitrairement, nous avons formé des clones indépendants a 1’aide de la méthode des cylindres de
clonage.

B Population OVNT95hert -CTD

A Laddrter 1kb 1 2 CTRL +

<4—— MUC16-CTD
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Figure 26: Efficacité d’infection des OVNT95 hTERT

(A)Des photos des OVNT95 hTERT-GFP ont été prises trois jours aprés I’infection des OVNT95 hTERT a 20X. Par
I'observation de la fluorescence verte on peut évaluer que l'efficacité d'infection est de 50%. (B) Les produits du RT-
PCR ont été placés sur un gel d’agarose 1,5 % / TAE. L’expression de I’ARN de la construction de MUC16-CTD a
été validée dans les deux populations OVNT95 hTERT-CTD. La population contrdle était les NIH3T3-CTD2. Les
bandes sont aux alentours de 1000 pb, qui est la taille attendue pour la construction MUC16-CTD.

28.2 Validation

28.2.1 RT-PCR
Tout d'abord, les différents clones ont été vérifiés au niveau de la transcription a partir d’un RT-

PCR. Les résultats sont présentés a la figure 27. On peut observer 1’expression de la construction
MUCI16-CTD dans tous les clones indépendants obtenus. Nous avons décidé de conserver
seulement de facon arbitraire les clones indépendants #7 et #9 pour la suite des expériences et nous

les avons nommés OVNT95 hTERT-CTD1 et OVNT95 hTERT-CTD2 respectivement.

Cette validation a été refaite par RT-PCR, mais avec les populations controles OVNT95 hTERT
EV et TMU, les résultats sont présentés a la figure 27 B. Les 2 clones OVNT95 hTERT-CTD
expriment bien la construction MUC16-CTD alors que les populations controle OVNT95 hTERT-

EV et OVNTO95 hTERT ne I’expriment pas.

De plus, une validation a été faite par RT-PCR mais avec I’amorce spécifique pour MUC16-TMU.
Les résultats sont présentés a la figure 27 C, les 2 clones OVNT95 hTERT-CTD et la population

OVNTO95 hTERT expriment MUC16-TMU alors que la population contrdle OVNT95 hTERT-EV

ne I’exprime pas.
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RT-PCR

OSE-hTERT  Clone OSE-hTERT
B (CTD)

EVTMU CTD1 CTD2

A Clones OVNT95 hTERT

CTD1  CTD2 CTD3 CTDS CTD? CTDS  CTL+

MUC16

MUC16
CTD
—
C RT-PCR
(TMU) OSE-hTERT  Clone OSE-hTERT

EVTMU CTD1 CTD2

MUC16
m™u

Figure 27: Validation des clones indépendants OVNT95 hTERT-CTD par RT-PCR

(A)Les produits du RT PCR ont été placés sur un gel d’agarose 1,5 % / TAE. L’expression de I’ARN de la
construction de MUC16-CTD a été validée dans tous les clones indépendants OVNT95 hTERT-CTD. (B)
L’expression de I’ARN de la construction de MUC16-CTD a été validée dans tous deux clones indépendants
OVNT95 hTERT-CTD avec les amorces spécifiques pour MUC16-CTD. Les bandes sont aux alentours de 1000
pb, qui est la taille attendue pour la construction MUC16-CTD. (C) L’expression de ’ARN de la construction de
MUC16-TMU a été validée dans la population OVNT95 hTERT-TMU et dans les deux clones indépendants
OVNTOIShTERT-CTD avec les amorces spécifiques pour MUC16-TMU. Les bandes sont aux alentours de 1000
pb, qui est la taille attendue pour la construction MUC16-TMU.

28.2.2 Immunobuvardage
L’expression de MUC16-CTD dans les clones OVNT95 hTERT a ensuite été validée au niveau

protéique par immunobuvardage de type Western. L’expression de MUC16 CTD et MUC16 TMU
a été détectée en utilisant I’anticorps anti-c-myc qui est spécifique aux étiquettes dans les deux
constructions. On peut observer a la figure 28 A qu’il y a expression de MUC16-CTD dans nos
deux clones indépendants et en B I’expression de MUC16-TMU dans la population OVNT95

hTERT-TMU. On observe des bandes aux alentours de 70 kDa ce qui est attendu.
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Figure 28: Validation par Inmunobuvardage

L’expression de MUC16-CTD et de MUC16-TMU a été détectée en utilisant un anticorps anti-c-myc. GAPDH a été
utilisé pour s’assurer que les niveaux protéiques étaient équivalents.
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28.2.3 Immunofluorescence
Finalement, nous avons validé I’expression de MUC16-CTD dans les clones indépendants

OVNTO95 hTERT-CTD par immunofluorescence en utilisant 1’anticorps anti-c-myc. On peut voir
les résultats a la figure 29. On détecte 1’expression de MUC16-CTD dans les deux clones
indépendants OVNT95 hTERT-CTDI1 et OVNT95 hTERT-CTD2, ainsi que 1’expression de
MUC16-TMU dans la population OVNT95 hTERT-TMU. Cette expérience n’a pas été faite de
facon co-focale, donc on ne peut pas confirmer la localisation exacte de la protéine, cependant

I’expression semble étre au niveau membranaire.

OVNT95 hTERT-EV OVNT95 hTERT-TMU

OVNT95 hTERT-CTD1 OVNT95 hTERT-CTD2

Figure 29: Validation des clones indépendants OVNT9S hTERT-CTD

Détection de I’expression de MUC16 CTD dans les clones OVNT95 hTERT-CTD et de I’expression de
MUCI16-TMU dans la population OVNT95 hTERT-TMU par immunofluorescence en utilisant 1’anticorps
anti-c-myc. Les deux constructions (MUC16-TMU et MUC16-CTD) possedent I’étiquette c-myc. La
coloration bleue représente le noyau et la coloration rouge représente l'expression de la protéine c-myc.
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29. Expériences d'évaluation de la transformation

29.1 Changement de morphologie
La morphologie des différentes populations OVNT95 hTERT a été photographiée et comparée.

Lorsque les cellules sont a 40 % et a 100 % de confluence (Figure 30 A) on peut observer que les
clones OVNT95 hTERT-CTDI1 et OVNT95 hTERT-CTD2 vont présenter une morphologie
beaucoup plus épithéliale, les cellules sont plus étroitement juxtaposées et sont plus petite en
forme d'étoile, alors que les populations OVNT95 hTERT-EV et OVNT hTERT-TMU vont
présenter une morphologie plus mésenchymateuse, elles sont beaucoup plus allongées et sous

forme d'une fibre.

Figure 30: Morphologie des différentes populations OVNTIShTERT

Des photos des OVNT95 hTERT ont été prises a 10X en A) a 40 % de confluence et en B) a 100 % de confluence. Les fleches illustrent
la morphologie beaucoup plus épithéliales chez les populations OVNT95 hTERT- CTD (CTD1 et CTD2), alors que chez les populations
OVNTO95 hTERT-EV (EV) et OVNT hTERT-TMU (TMU) illustre une morphologie plus mésenchymateuse et plus allongées.
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29.2 Formation de foyers post-confluence
Comme les NIH3T3 nous avons vérifié si a post confluence les cellules étaient & mesure de former

des foyers de transformation. On peut constater a la figure 31 A que plusieurs foyers ont été
formés chez les deux clones indépendants exprimant la partie C-terminale de MUC16 et que trés
peu ont été formées pour les populations qui expriment le vecteur vide et la partie TMU de
MUCI16. Si on se réfere au graphique a la figure 31 B, on peut constater que les deux clones
OVNTO95 hTERT-CTDI1 et CTD2 ont formé significativement plus de foyers de transformation,
comparativement aux populations contréles OVNT95 hTERT-EV et OVNT95 hTERT-TMU. Ces
résultats suggerent que la partie C-terminale de MUC16 favorise la formation de foyer en

condition adhérée et ainsi la perte d’inhibition de contact.

OVNT95 hTERT-EV OVNT95 hTERT-TMU OVNT95 hTERT-CTD1 OVNT95 hTERT-CTD2
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Figure 31: Formation de foyers de transformation

(A) Les cellules ont été ensemencées dans des pétris et incubées dans leurs conditions habituelles. Les photos a 100 X ont
été prises a 14 jours. Les cellules ont été fixées avec la formaline et colorées au crystal violet, 14 jours aprés I’atteinte de
leur confluence. Les fléches illustrent plusieurs foyers visibles qui ont été formés. (B) Graphique moyen des foyers de
transformation formés dans chaque population OVNT95 hTERT-EV (EV), OVNT hTERT-TMU (TMU) OVNT95
hTERT-CTDI1 (CTD1) et) OVNT95 hTERT-CTD2 (CTD2), pour deux essais indépendants.

29.3 Prolifération
Nous avons par la suite évalué la prolifération des différentes populations a I’aide d’un essai XTT

sur 6 jours. Tout d’abord a la figure 32 A, on observe une augmentation de la prolifération en
condition normale de sérum soit 10 %, et ce, significativement pour les deux clones indépendants
OVNT95 hTERT-CTDI1 et OVNT95 hTERT-CTD2 comparativement aux populations controles
OVNT95 hTERT-EV et OVNT95 hTERT-TMU. Nous avons également vérifi¢ si MUC16-CTD
pourrait promouvoir la prolifération en condition faible de sérum. Nous avons donc effectué la
méme expérience, mais avec du milieu contenant seulement 1 % de sérum. Les résultats présentés

a la figure 32 B démontrent une augmentation significative de la prolifération des deux clones
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indépendants. Alors que les populations controles semblent avoir de la difficulté a proliférer en

présence de 1 % de sérum.

Ces résultats suggerent que la partie C-terminale de MUCI16 est suffisante pour stimuler la
prolifération en condition normale et en condition privée de sérum, ainsi la partie C-terminale de

MUCI16 pourrait conférer aux cellules une certaine indépendance a différents signaux de

croissance.
03 A) Courbe de croissance a 10 % B) Courbe de croissance a 1 %
' sérum 0,21 - sérum
0.25 0,19 -
0,17
0,2 ===tV 0,15
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0,15 T™MU
== CTD2 0,11
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0,1 0,09 X === CTD2
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Figure 32: Courbe de croissance

(A) 1000 cellules par puits ont été ensemencées dans une plaque 96 puits et incubées en présence de FBS 10 %. Les
plaques ont été analysées aux 24 h pendant 6 jours. Apres avoir traité 1h avec la solution XTT, les plaques ont été lues a
450 nm. (N=2) (B) 1000 cellules par puits de chaque population OVNT95 hTERT-EV (EV), OVNT hTERT-TMU
(TMU) OVNT95 hTERT-CTD1 (CTD1) et) OVNT95 hTERT-CTD2 (CTD2) ont été ensemencées dans une plaque 96
puits et incubées en présence de FBS 1 %. Les plaques ont été lues a 450 nm. Les plaques ont été analysées aux 24 h
pendant 6 jours.
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29.4 Croissance en absence d'ancrage
Nous avons ensuite évalué la capacité des cellules a croitre en absence d’ancrage. Les résultats

présentés a la figure 33 A, démontre que les clones indépendants exprimant MUC16-CTD ont
formé plusieurs colonies, alors que les populations controles en ont formés aucun. Si on se référe
au graphique en B, on peut constater que les deux clones OVNT95 hTERT-CTD1 et CTD2 ont
formés significativement plus de colonies, comparativement aux populations qui contrdle
OVNTO95 hTERT-EV et OVNT95 hTERT-TMU. Cette croissance en ancrage limité suggere que

MUCI16-CTD favorise la croissance en absence d’ancrage.

OVNT95 hTERT-EV OVNT95 hTERT-TMU OVNT95 hTERT-CTD1 OVNT95 hTERT-CTD2

@ @
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Figure 33: Formation de colonies en absence d’ancrage

(A) Photos de colonies formées en agar mou a 100 X des différentes populations aprés un mois d’incubation. Les cellules ont été
incubées dans une matrice d’agar 0,33 % et de milieu de culture. 10° cellules par puits ont été ensemencées. Les fleches illustre
les colonies visibles qui ont été formées. (B) Graphique moyen des colonies formées chez les différentes populations OVNT95

hTERT-EV (EV), OVNT hTERT-TMU (TMU) OVNT95 hTERT-CTD1 (CTD1) et) OVNT95 hTERT-CTD2 (CTD2). Seules
les colonies de plus de 10 cellules ont été comptées. Les cellules ont été incubées durant 1 mois. (N=3)

30. Evaluations des différentes caractéristiques associées a la tumorigénese
Suite aux expériences de transformation, nous avons voulu vérifier les effets du CTD de MUCI16 sur

différentes caractéristiques associées a la tumorigénicité. La capacité de former des sphéroides et la

capacité de migration des cellules ont été évaluées.
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30.1 Formation de sphéroide
Nous avons tout d’abord évalué la capacité des populations a former des sphéroides. Nous avons

donc mis les cellules en suspension déposée sur de 1’Agar 1,2 % et évaluer leur taille et leur densité
pendant 48 h. On observe a la figure 34, la formation de sphéroides plus gros et beaucoup plus
denses pour les deux clones indépendants OVNT95 hTERT-CTD1 et OVNT95 hTERT-CTD2
comparativement aux populations contrdles OVNT95 hTERT-EV et OVNT95 hTERT-TMU. Ces

résultats suggeérent que MUC16-CTD favorise la formation de sphéroides plus gros et plus denses.

OVNT95 hTERT-EV OVNT95 hTERT-TMU OVNT95 hTERT-CTD1 OVNT95 hTERT-CTD2

T=48h

Figure 34: Formation de sphéroides

Photos de sphéroides formés en suspension sur 1,2 % d’agar de chaque population OVNT95 hTERT-EV (EV), OVNT
hTERT-TMU (TMU) OVNT95 hTERT-CTDI1 (CTD1) et OVNT95 hTERT-CTD2 (CTD2). 270 000 cellules par ml
ont été ensemencées dans des plaques 6 puits. Aprés 48 h d' incubation la formation de sphéroides plus gros et
beaucoup plus denses ont été formées chez les deux clones indépendants CTD1 et CTD2 comparativement aux
populations contrdles EV et TMU. Les photos ont été prises a 10X.
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31. Expérience de migration

Afin de vérifier si MUC16-CTD pourrait entrainer une augmentation de la capacité de migration des
cellules, une expérience de migration par blessure de monocouche a été réalisée. La migration des
cellules a été suivie au niveau de la croix tracée dans la monocouche cellulaire pendant 48 h. On
peut observer a la figure 35 que les deux controles OVNT95 hTERT-EV et OVNT95 hTERT-TMU
on un peu migré vers 48 h, mais n’ont pas été en mesure de refermer la blessure. Alors que les deux

clones indépendants ont migrés deés 24 h et a 48 h ont presque refermé la blessure sur monocouche.

OVNT95
hTERT-EV

OVNT95
hTERT-TMU

OVNT95

hTERT-CTD1

OVNT95

hTERT-CTD2
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Figure 35: Blessure sur monocouche

Une croix a été faite sur la monocouche et les cellules ont été incubées pendant 48 h. Des photos ont été prises a 10X du
milieu de la croix et du coté de la croix, le jour du tragage et les jours subséquents. les deux controles OVNT95 hTERT-
EV et OVNT95 hTERT-TMU on un peu migré vers 48 h, mais n’ont pas été en mesure de refermer la blessure. Alors
que les deux clones indépendants ont migrés dés 24 h et a 48 h ont presque refermé la blessure sur monocouche.

32. Analyse patron d'expression des protéines d'adhésion
Les cadhérines sont des protéines d’adhésion et sont impliquées au niveau des jonctions cellulaires.

Lors de la transformation des cellules OSE en cellules cancéreuses, le patron d’expression des
cadhérines est souvent affecté. Comme mentionné dans 1’introduction de ce mémoire, les OSE
expriment normalement la N-cadhérine et n’expriment pas la E-cadhérine. Des études ont démontré
que lors de la transformation des OSE dans le cancer de 1’ovaire, I’expression de la N-cadhérine

diminue, alors une apparition de la E-cadhérine est souvent observée (Auersperg ef al., 2001).

32.1 IF et Western pour la N-cadhérine
Un IF et un western ont été effectués afin d’évaluer le patron d’expression et la concentration de la

N-cadhérine chez les différentes populations.

Selon les résultats obtenus, la N-cadhérine serait exprimée chez toutes les populations OVNT95
hTERT. Le patron d’expression de la protéine et la localisation de celle-ci ne semble pas varier en
fonction de la population cellulaire (Figure 36) mise a part peut-étre une petite diminution dans le
clone OVNT95 hTERT-CTD2. Pour le patron d’expression observé en Western, on observe une
augmentation de la N-cadhérine dans les populations OVNT95 hTERT-TMU et CTD1 alors qu’elle

est inchangée dans les autres populations OVNT95 hTERT-EV et CTD2 (Figure 37).
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Controle (+)
OVCAR3

OVNO5T
hTERT-TMU

OVN9S5T
hTERT-EV

Figure 36: IF pour la N-cadhérine

Les photos des populations ont été prises a 40X. Le clone

OVN9S5T
hTERT

OVN9S5T
hTERT-CTD2

OVN9S5T
hTERT-CTD1

stable OVCAR3 4:5 #12, dérivé d’une lignée

épithéliale cancéreuse de I’ovaire, a été utilisé en tant que contrdle positif. La coloration bleue représente le noyau et la coloration

rouge représente 1'expression de la protéine N-cadhérine.

hert EV TMU

N-cadhérine — . & L —

IB N-cadhérine

Tubuline — —— :

IB Tubuline

Figure 37: Western de la N-cadhérine

CTD1 CTD2

-—— =

Les lysats provenant des cellules OVNT95 hTERT ont été analysés par immunobuvardage afin de détectée 1'expression de la N-
cadhérine. La tubuline a été utilisé pour s’assurer que les niveaux protéiques étaient équivalents. Un gel 10 % d'acrylamide a été

utilisé.



31.2 IF et Western pour la E-cadhérine
Afin de déterminer si I'expression de la E-cadhérine était présente chez les différentes populations

OVNTI95 hTERT, un IF et un Western ont été effectués. Une apparition d’expression est observée
en IF (Figure 38) chez les deux clones indépendants, mais également dans la population OVNT95
hTERT-TMU. Cependant en Western aucune expression n’a été observée chez les différentes

populations de la E-cadhérine (Figure 39).

Controle (+) OVN95T
OVCAR3 hTERT
OVN95T OVNO95T OVNI5T OVN95T
hTERT-EV hTERT-TMU hTERT-CTD1 hTERT-CTD2

Figure 38: IF de la E-cadhérine

Les photos des populations ont été prises a 40X. Le clone stable OVCAR3 4 :5 #12, dérivé d’une lignée épithéliale cancéreuse
de I’ovaire, a été€ utilisé en tant que contrdle positif. La coloration bleue représente le noyau et la coloration rouge représente
l'expression de la protéine E-cadhérine.



hert EV TMU CTD1 CTD2 OVCARS3

E-cadhérine —

IB E-cadhérine

IB Tubuline

Figure 39: Western de la E-cadhérine

Les lysats provenant des cellules OVNT95 hTERT ont été analysés par immunobuvardage afin de détectée l'expression
de la E-cadhérine. Le clone stable OVCAR3 4 :5 #12 a ¢été utilisé en tant que contrdle positif. Tubuline a été utilisé pour
s’assurer que les niveaux protéiques étaient équivalents.

31.3 IF et Western pour la B-caténine
La pB-caténine est une protéine qui a deux fonctions différentes. Lorsqu’elle est présente a la

membrane, elle joue un rdle au niveau des jonctions adhérentes. Lorsqu’elle se retrouve au niveau
du cytoplasme, elle peut transloquer au noyau pour activer le facteur de transcription TCF/LEF et
entrainer I’activation de plusieurs génes cibles de la voie Wnt. Le patron d’expression de la f3-
caténine peut donc indiquer les fonctions que tient la protéine chez la cellule étudiée (Dietrich et al.,

2012).

Afin d’évaluer le patron d’expression de la B-caténine et la concentration de cette protéine chez les
différentes populations, un IF et un western ont été effectués. Les résultats obtenus indiquent que les
OVNT95 hTERT et les OVNT95 hTERT-EV n’expriment pas fortement la B-caténine, alors qu'on
observe une petite augmentation chez les OVNT hTERT-TMU et une plus grosse augmentation
chez les deux clones indépendants OVNT95 hTERT-CTDI1 et CTD2 (Figure 40). Cependant en
Western on n’observe pas cette augmentation, les populations semblent exprimer la B-caténine au

méme niveau (Figure 41).
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Controle (+) OVN95T
OVCAR3 hTERT
OVN95T OVNOS5T OVN95T OVNOS5T
hTERT-EV hTERT-TMU hTERT-CTD1 hTERT-CTD2
Figure 40: IF de la p-cadhérine
es photos des populations ont été prises a 40X. Le clone stable OVCAR3 4 :5 #12, dérivé d’une

lignée épithéliale cancéreuse de I’ovaire, a été utilisé en tant que contréle positif. La coloration bleue représente le noyau et
la coloration rouge représente l'expression de la protéine B-caténine.

hert EV TMU CTD1 CTD2

B-caténine ——

IB B-caténine

GAPDH -
IB GAPDH
Figure 41: Western de la B-cadhérine

Les lysats provenant des cellules OVNT95 hTERT ont été analysés par immunobuvardage afin de détectée
:xpression de la B-caténine. GAPDH a été utilisé pour s’ assurer que les niveaux protéiques étaient équivalents.



32. Analyse de différentes composantes du cytosquelette
Apres avoir analysé les effets de MUC16-CTD sur les jonctions cellulaires, on a évalué¢ si MUC16-

CTD pouvait entrainer des changements au niveau des composantes du cytosquelette.

32.1 IF pour les cytokératines 8 et 18
L’expression des cytokératines 8 et 18 chez les OSE permet d’évaluer le caractere épithélial ou

mésenchymateux des cellules. Afin d’évaluer le patron d’expression, un IF a été effectué. Les
résultats obtenus indiquent qu’il semble y avoir une perte d’expression des cytokératines pour les
deux clones indépendants OVNT95 hTERT-CTD1 et OVNT95 hTERT-CTD2 (Figure 42)

comparativement aux populations contréles OVNT95 hTERT-EV et OVNT95 hTERT-TMU.

Controle (+) OVNI5T
OVCAR3 hTERT
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OVNO95T OVNO95T OVNO5T OVNO5T
hTERT-EV hTERT-TMU hTERT-CTD1 hTERT-CTD2

Figure 42: IF des cytokératines 8 et 18

Les photos des populations ont été prises a 40X. Le clone stable OVCAR3 4 :5 #12, dérivé d’une lignée
épithéliale cancéreuse de I’ovaire, a été utilisé en tant que controle positif. La coloration bleue représente le noyau
et la coloration rouge représente l'expression de les cytokératines 8 et 18.

32.2 IF pour la vimentine
Le patron d’expression de la vimentine été évalué chez les différentes populations OVNT95

hTERT. Cette protéine est une composante du cytosquelette généralement associée aux cellules
mésenchymateuses qui influence la morphologie des cellules. Les résultats obtenus n’indiquent
aucun changement apparent de 1’expression de la vimentine dans les différentes populations (figure

43).

Controle (+) OVNT95
OVCAR3 hTERT
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OVNO5T OVNO5T OVNO5T OVNO5T
hTERT-EV hTERT-TMU hTERT-CTD1 hTERT-CTD2

Figure 43: IF de la vimentine

Les photos des populations ont été prises a 40X. Le clone stable OVCAR3 4:5 #12, dérivé d'une lignée
épithéliale cancéreuse de I'ovaire, a été utilisé en tant que contrdle positif. La coloration bleu représente le noyau
et la coloration rouge représente l'expression de la protéine vimentine.

32.3 IF pour I'actine
Il est souvent observé lors de la transformation cellulaire des modifications dans le patron

d’expression de 1’actine. On a donc évalu¢ le patron d’expression de la protéine F-actine par IF. On
n’observe aucune différence dans le patron d’expression ni dans la concentration dans les
différentes populations (Figure 44) exceptée une légere désorganisation des fibres de stress dans le

clone indépendant OVNT95 hTERT-CTDI.

Controle (+) OVNT95
OVCAR3 hTERT
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OVNO95T OVNO5T OVN95T OVNO5T
hTERT-EV hTERT-TMU hTERT-CTD1 hTERT-CTD2

Figure 44: IF de ’actine

Les photos des populations ont ¢été prises a 20X. Le clone stable OVCAR3 4:5 #12, dérivé d’une
lignée épithéliale cancéreuse de I’ovaire, a été utilisé en tant que contrdle positif. La coloration bleue représente le noyau et
la coloration rouge représente 1'expression de la protéine actine.

33. Génes identifiés par la Micropuce
La micropuce effectuée sur les clones indépendants OVNT95 hTERT-CTD1 et OVNT95 hTERT-

CTD2 et la population OVNT95 hTERT-TMU nous a permis d'identifier les génes et les voies de
signalisations augmentées ou diminuées dans les différents clones qui expriment la partie C-
terminale de MUCI16. Les profils d’expression ont été comparés en utilisant la puce a ADN du

Génome Humain entier (Agilent) contenant plus de 44 000 genes.

D’abord, nous avons produit les listes des génes significativement augmentés et diminués qui sont
exprimés dans les clones indépendants versus le contréle OVNTIShTERT-TMU. Parmi les geénes
qui seront exprimés de maniére différentielle (> 1,5 fois la différence), nous avons constaté que

222 genes étaient augmentés alors que 392 genes étaient diminués.

Pour I’analyse dans ce mémoire nous avons mis 1'accent sur les génes associés au cancer et nous

avons limité la liste des geénes potentiels en sélectionnant ceux du cycle cellulaire, la croissance et

117



la prolifération cellulaire, le mouvement cellulaire, la transformation et l'oncogenése. Cette
sélection a générer une petite liste de 10 a 15 génes qui sont des geénes précédemment associés
avec le développement et la progression du OC. Les geénes les plus significativement augmentés
sont présentés dans le tableau 9 et ceux diminués sont présentés dans le tableau 10. On y retrouve
les genes TGFB1 et LTBP1 les plus surexprimés et les genes ADRAIB et S100A4 les plus

diminués.

Le sentier et I’analyse des voies signalisation basées sur les geénes régulés ont été produits a 1’aide
d’Ingenuity Pathways Analysis (IPA). L’IPA a montré que les geénes régulés positivement sont
surtout associés a la motilité cellulaire, la survie cellulaire et la prolifération (Figure 45). Alors que
les geénes impliqués dans 1’apoptose et la prolifération (des régulateurs surtout négatifs) étaient
parmi les génes diminués (Figure 45 B). De plus, nous avons constaté que les voies canoniques
activées dans les clones MUC16-CTD ¢étaient surtout celles impliquées dans le remodelage des
jonctions cellulaire et la signalisation IGF-1 (Figure 45 C). Les réseaux liés avec le cancer,
I’assemblage et 1’organisation cellulaire, la signalisation cellule-cellule, le cycle cellulaire ont

¢galement été diminués ou augmentés (Figure 45).

L’analyse a suggéré de nombreux partenaires impliqués dans la prolifération cellulaire et la
différenciation cellulaire comme TGFBI, LTBP1, NRG1 et COL1A1 (Figure 46). Alors que
d’autres sont impliquées dans la migration et I’invasion telle que CTCF, EDNI, IL11 et MET
(Figure 46). Plusieurs génes impliqués dans 1’apoptose sont également augmentés et diminués
(Figure 47), par exemple les genes ANGTL4, TGFB1 (augmentés), ADRA1 et FOXOI1

(diminués).
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Tableau 9: Génes augmentés dans les clones OVNT95 hTERT-CTD

Fold surexprimé dans le
Unigene symbole Description Fonction change cancer ovarien
transforming growth factor, beta-
NM_000358 TGFB1 induced Prolifération 16,1  Higashi T et al.,2001
latent transforming growth factor
NM 206943 LTBP1  beta binding protein 1 Prolifération 16,09 Higashi T et al.,2001
NM_ 001901 CTGF connective tissue growth factor migration et invasion 8,39  Junnikkala et al., 2002
complement factor H, transcript
NM 000186 CFH variant 1 migration et invasion 7,59  Junnikkala et al., 2002
neuregulin 1, transcript variant Gilmour LM et
NM_013960 NRG1 ndf43 Prolifération 7,29  al.,2002
NADPH oxidase 4 , transcript Prolifération, différenciation
NM 016931 NOX4 variant 1 et mouvement cellulaire 6,98  Graham et al.,2010
Campbell CL et
NM_000641 IL11 interleukin 11 Migration et prolifération 5,64  al.,2001
Bufalo et al.,2002;
Nelson et al.,2003;
Migration, invasion et Jeng-Wei lu et
NM_ 001955 EDN1 endothelin 1 prolifération 436 al 2014
Simojoki et al.,2001;
774615 COL1A1 prepro-alphal(I) collagen Prolifération 4,08  Santala et al.,1993
NM_001299 CNNI1 calponin 1, basic, smooth muscle Prolifération 3,66  Sigl Gery et al.,2005
SRY (sex determining region Y)- Prolifération, différenciation
NM 003107 SOX4 box 4 et apoptose 3,51 Laietal,2011
wingless-type MMTYV integration Prolifération, différenciation
NM 003392  WNTS5A  site family, member SA et apoptose 3,51 PengCetal, 2011
Criccard et al.,1994;
NM_ 002006 FGF2 fibroblast growth factor 2 Prolifération et invasion 2,98  Fujimoto et al., 1997
met proto-oncogene (hepatocyte Prolifération, migration, E lengyel, 2010;
NM 000245 MET growth factor receptor) invasion et angiogénese 2,33 Mhawech et al.,2012;
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Tableau 10: Génes diminués dans les clones OVNT95 hTERT-CTD

diminué dans le

Unigene symbole Description Fonction Fold change cancer
NM 175861 ADRAIB adrenergic, alpha-1B-, receptor Apoptose -16,8
S100 calcium binding protein A4
NM 002961 S100A4  (S100A4), transcript variant 1 Apoptose -9,65
Inhibition de Yu Yonghao et
NM 0010015  GRB10  growth factor receptor-bound protein 10 PI3K -6,98 al 2011
NM 000210 ITGA6 integrin, alpha 6 Apoptose -6,94
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Inhibiteur cycle
NM_000076 ~ CDKNIC Kip2) cellulaire -4,88
NM 0010015 CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) Apoptose -4,66
NM 002015 FOXO1  forkhead box O1 Apoptose -4,12
NM 021963 NAPIL2  nucleosome assembly protein 1-like 2 Apoptose -4,04
Cystatin Menendez et
NM_001323 CST6 cystatin E/M inhibiteur -3,99 al.,2007
chemokine (C-X-C motif) ligand 12
NM 001323 CXCL12  (stromal cell-derived factor 1) Apoptose -3,88
ADAM metallopeptidase with
NM 006988 ADAMTSI1 thrombospondin type 1 motif, 1 Apoptose -3,5
NM 144497 AKAP12 A kinase (PRKA) anchor protein 12 Apoptose -3,49
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Figure 45: Analyse fonctionnelle des génes régulées

Analyse fonctionnelle de I'ensemble de données de génes exprimés de maniére différentielle (> 1,5 fois) dans
les clones indépendants exprimant MUC16-CTD. Les fonctions qui ont un Pvalue de plus 0,05 sont affichés.
La ligne orange représente la coupure pour la valeur de signification. (A) Les génes qui ont été régulés a la
hausse et (B) genes régulés a la baisse C) Différentes voies canoniques impliquées dans le processus cellulaire
comme par exemple le remodelage des jonctions cellulaire et la signalisation IGF-1.
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Figure 46: Génes activés dans les clones OVNT95 hTERT-CTD

L’analyse des voies signalisation basées sur les génes régulés positivement dans les clones indépendant exprimant
MUCI16-CTD (A) Génes impliqués dans I’invasion, le mouvement cellulaire et la différenciation des cellules (B)
Geénes impliqués dans I’angiogénese, la prolifération cellulaire, la mitose et la migration cellulaire. Les réseaux haut
pointage ont été fusionnés et affichés graphiquement comme noeud (produit génique / génique) et des lignes (les
relations biologiques entre les noeuds). Les nceuds sont affichés en utilisant diverses formes qui représentent la
classe fonctionnelle du produit du géne (carré, cytokine; ovale vertical, récepteur transmembranaire; rectangle,
récepteur nucléaire; diamant, enzymes; losange, transporteur; hexagone, facteur de traduction; ovale horizontal,
facteur de transcription; cercle, autre). Les lignes sont affichés avec différentes étiquettes décrivant la nature de la

relation entre les nceuds: - liaison uniquement; — agit sur. Les lignes en pointillé représentent une interaction
indirecte.
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Figure 47: Geénes impliqué dans la mort cellulaire

L’analyse des geénes régulés (A) positivement (B) négativement dans l'apoptose. Les génes sont affichés en utilisant
diverses formes qui représentent la classe fonctionnelle du géne (carré, cytokine; ovale vertical, récepteur
transmembranaire; rectangle, récepteur nucléaire; diamant, enzymes; losange, transporteur; hexagone, facteur de

traduction; ovale horizontal, facteur de transcription; cercle, autre). Les lignes sont affichés avec différentes couleurs
illustrés dans la 1égende.
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Discussion

Rappel

Le cancer de I’ovaire est la cinquiéme cause de mortalité par cancer chez les femmes et le cancer
gynécologique le plus mortel. Cette forte mortalité est en grande partie due au diagnostic tardif de
la maladie. L'absence de symptomes aux stades précoces et de biomarqueur diagnostic rendent la
détection du cancer de l'ovaire difficile. La protéine MUCI16 est surexprimée dans 80 % des
cancers épithéliaux de 1'ovaire et est un marqueur utilis€¢ pour le suivi des patientes. MUC16 est
plus spécifiquement une glycoprotéine de type mucine qui est exprimée par les cellules de la

surface de I’ovaire transformées.

Lors de la transformation des cellules de la surface de I’ovaire (OSE) en cellules cancéreuses,
plusieurs changements seront entrainés; les caractéristiques épithéliales des cellules seront
favorisées, 1’expression de la E-cadhérine sera favorisée et le profil d’expression de plusieurs
protéines sera influencé. Notamment 1’expression des mucines, dont I’apparition de 1’expression

de la mucine MUC16 qui normalement n’est pas exprimée a la surface des cellules de I’ovaire.

Cette surexpression de MUC16 est associée a un phénotype plus agressif. Il a ét¢ démontré que la
partie C-terminale de MUC16 est suffisante pour promouvoir la croissance en agar mou, la
tumorigénese et les métastases tout en conférant de nombreux avantages aux cellules. Ces
observations semblent indiquer que MUC16 pourrait étre un oncogéne et que son domaine CTD
serait suffisant a l'octroi de plusieurs caractéristiques associées a la transformation et a la
tumorigénicité. Mon projet est donc de déterminer si MUC16 contribue a la transformation des

cellules et si la partie C-terminale est suffisante pour induire ces effets.
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Les effets de certains oncogenes peuvent varier d’un type cellulaire a un autre (Felsher, 2008).
Afin de mieux définir les caractéristiques que la partie C-terminale de MUC16 confére aux
cellules, des expériences de transformation des cellules immortalisées ou non-immortalisées ont
été effectuées. De plus, des expériences sur la tumorigénicité ont été aussi effectuées chez ces deux

types cellulaires.

34. La lignée cellulaire immortalisée non-transformée NIH3T3
Nous avons tout d’abord vérifié la capacité de la partie C-terminale de MUC16 a transformer les

cellules NIH3T3, des fibroblastes de souris immortalisées couramment utilisées lors d’expériences

de transformation par des protéines potentiellement oncogéniques (RUBIN et XU, 1989).

34.1 MUC16-CTD induit un léger changement de morphologie
Suite a l'obtention de plusieurs clones indépendant NIH3T3-CTD I’expression de MUC16-CTD

dans ces derniers ont ét¢ validée par RT-PCR (Figure 11). Tous les clones exprimaient la
construction, nous avons donc poursuivi les expériences avec seulement deux clones. L’expression
a par la suite ét¢ validée au niveau protéique. Nous avons observé une expression dans les deux
clones indépendants grace a la détection des deux étiquettes c-myc et Flag (Figure 12). Une bande
¢tait présente aux alentours de 70 kDa pour les deux anticorps utilisés. Finalement, I’expression a
¢té validée par Immunofluorescence (Figure 13). On observe une expression qui semble étre
membranaire, ce qui est attendue. La présence possible de la protéine au niveau du cytoplasme des
cellules pourrait représenter la voie de sécrétion empruntée par la protéine pour rejoindre la
membrane cellulaire. Il aurait été intéressant d’effectuer une immunofluorescence cofocale pour
déterminer la localisation exacte de la protéine et déterminer si elle est également présente au
niveau nucléaire, puisque MUC16 possede un signal potentiel de localisation nucléaire RRK

(HUANG et al., 2003).
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Les cellules ont été observées au microscope afin de détecter des changements morphologiques.
On observe un léger changement au niveau des deux clones indépendants NIH3T3-CTDI1 et
NIH3T3-CTD2 (Figure 14). Les cellules semblent étre un peu plus épithéliales que fibroblastiques,
ce qui serait prévu, puisque la mucine MUCI16 est associée comme un marqueur €pithélial (Jacob

et Bast, 1989; Wong et Auersperg, 2003).

Apres cette validation des clones indépendants, plusieurs expériences afin d’évaluer la

transformation des NIH3T3 ont été effectuées.

34.2 MUC16-CTD favorise la perte d'inhibition de contact
Une expérience de formation de foyer a post-confluence a été effectuée afin d’évaluer les effets de

MUCI16-CTD sur I’inhibition de contact. Les résultats ont démontré que la présence de MUC16-
CTD dans les NIH3T3 favorisait la formation de plusieurs foyers. Un nombre significativement
plus ¢élevé a ét¢ formé par les deux clones indépendants, comparativement aux populations
controle NIH3T3-EV et NIH3T3-TMU (Figure 15). La perte d’inhibition de contact observée chez
les clones indépendants pourrait indiquer que MUC16-CTD augmente I’insensibilité des cellules a

différents signaux inhibiteurs de croissance.

34.3 MUC16-CTD stimule la prolifération
Lors de la transformation maligne des cellules, ces derni¢res développent souvent une

autosuffisance par rapport aux différents signaux de croissance. Les résultats ont démontrer que
l'expression de la partie C-terminale de MUC16 dans les NIH3T3 & entrainée une croissance
cellulaire significativement plus élevée, autant en condition normale de sérum (10 %) qu'en
condition appauvrie de sérum (1 %) et ce, comparativement aux populations controles NIH3T3-
EV et NIH3T3-TMU (Figure 16). Ces résultats suggerent que la partie C-terminale de MUC16 est

suffisante pour stimuler la prolifération et pourrait conférer aux cellules une certaine indépendance
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a différents signaux de croissance. Il est également possible que MUC16-CTD rende les cellules
insensibles aux différents signaux qui normalement contrélent et inhibent leur croissance. En effet,
les queues cytoplasmiques de certaines mucines sont connues pour entrainer l'activation de
plusieurs voies de signalisation cellulaire, qui favorisent la croissance et la prolifération cellulaire.
Comme par exemple, il a été démontré que MUCI interagit avec ErbB1 qui entraine ’activation
de la voie ERK (Jepson ef al., 2002). Alors qu’il a été¢ démontré que MUC4 interagit avec ErB2
qui conduit a Dl’activation des voies ERK et Akt pour promouvoir la croissance cellulaire
(Carraway et al., 2007). 11 est donc possible que MUC16-CTD interagisse avec des récepteurs
tyrosine kinase ou d’autres partenaires moléculaires pour entrainer également 1’activation des

voies ERK et Akt pour moduler la croissance cellulaire.

Egalement, il a été démontré que dans le cancer du sein MUC16 interagit avec la protéine JAK2
qui régule la phosphorylation de STAT3 qui par la suite activerait le facteur de transcription c-jun,
qui a pour role d'induire l'expression de la cycline D1 et ainsi promouvoir la prolifération
cellulaire. (Lakshmanan et al., 2012). 11 serait donc également possible que MUC16 via différentes

voies de signalisation alteére 1I’expression de certaines protéines régulatrices du cycle cellulaire.

34.4 MUC16-CTD favorise la capacité de croissance en absence d’ancrage
Afin de continuer a évaluer les effets de MUC16-CTD sur la transformation des NIH3T3, une

expérience en agar mou a €té effectuée pour évaluer la capacité des cellules a croitre en absence
d'ancrage. L'expression de MUC16-CTD dans les NIH3T3 a favorisé la formation de plusieurs
colonies en agar mou. Un nombre significativement plus €élevé de colonies a été formé par les deux
clones indépendants comparativement aux populations contrdoles NIH3T3-EV et NIH3T3-TMU
(Figure 17). De plus, les colonies formées par les clones indépendants étaient d'une taille

supérieure aux colonies formées par les populations contrdles. Ainsi, la présence de la partie C-
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terminale de MUCI16 favorise la croissance en absence d'ancrage. Ceci pourrait indiquer que
MUCI16-CTD favorise ou confére une certaine indépendance a différents signaux de croissance.
Les cellules obtiennent des signaux de croissance de plusieurs sources. Du aux restrictions
imposées aux cellules par la matrice d'agar, il se peut que MUC16-CTD augmente 1'indépendance
des cellules a différents signaux de croissance, ce qui permet aux cellules de croitre en absence
d'ancrage. Effectivement, lors de cette expérience, les cellules sont ensemencées de fagon isolée
lI'une aux autres dans la matrice d'agar et ainsi, les signaux de croissance fournis par la matrice
extracellulaire et les signaux de croissance provenant des contacts intracellulaires sont grandement
diminués. L’inactivation ou la perte d’une protéine ainsi que des modifications de certaines
molécules d’adhésions présente a la surface des cellules peut entrainer des effets incontournables
au niveau de la réponse aux facteurs inhibiteurs de croissance. Une étude récente suggere que la
queue cytoplasmique de MUCI16 interagit avec les kinases de la famille src et induit la
relocalisation de la E-cadhérine et de la B-caténine (Akita et al., 2013). Ce qui réduirait

I’adhérence des cellules et pourrait expliquer les résultats obtenus.

De plus, les résultats obtenus pourraient suggérer que MUC16-CTD entraine une résistance a
l'anoikose. L'anoikose est une forme spécifique d’apoptose, qui est entrainée lorsque les cellules
perdent leur ancrage a leur matrice extracellulaire. Cependant, cette hypothése reste a confirmer. 1l
serait intéressant de vérifier I’efficacité d’adhésion des NIH3T3-CTD par une expérience de
clonogenicité sur plastique ainsi que de déterminer si MUC16-CTD est suffisant pour promouvoir
la diffusion des cellules tumorales dans toute la cavité péritonéale des souris SCID par une

expérience invivo.
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L’acquisition d’une résistante face a 1’anoikose constitue non seulement une étape critique dans la
progression tumorale, mais aussi une étape limitante dans 1’émergence de métastases. Il est donc

possible que MU16-CTD favorise indirectement la formation des métastases.

34.5 MUC16 -CTD favorise la formation de sphéroides
Une particularité chez les patientes atteintes du cancer de 'ovaire est souvent la présence d'ascite.

L'ascite est un fluide qui est fréquemment accumulé dans la cavité péritonéale au cours de la
progression des cancers de l'ovaire. Ce « microenvironnement tumoral » particulier contribue a la
dissémination des cellules cancéreuses et a leurs implantations péritonéales. Elles contiennent des
agrégats de cellules cancéreuses qui se sont détachés de la tumeur primaire et qui peuvent entrainer
la formation de métastases. De plus, I’organisation des cellules et leur réarrangement en agrégats
multicellulaires, ou sphéroides permettraient aux cellules cancéreuses de survivre en absence

d’ancrage a une matrice extracellulaire, avant de former un foyer secondaire a distance.

Une expérience pour vérifier 'habilité des différentes populations a former des sphéroides a été
effectuée. Les résultats obtenus (Figure 18) suggerent que I'expression de MUCI16-CTD
favoriserait la formation de plus gros sphéroide et par conséquent, pourraient favoriser la survie, la
prolifération ou la force des interactions cellules-cellules. Les interactions cellule-cellule
retrouvées & méme les sphéroides pourraient en effet remplacer temporairement les signaux de
survie; habituellement fournis par la matrice extracellulaire. Les sphéroides expriment d’ailleurs
des patrons de protéines différents de ceux retrouvés chez les cellules normales (Shield et al.,
2007). Ils seraient donc possibles que MUC16-CTD entraine la relocalisation de certaines
protéines. Il a été démontré que MUCI16 agissait comme un régulateur important du processus
EMT dans les cellules cancéreuses de 'ovaire (Comamala et al., 2011). 11 est possible que la queue

cytoplasmique de MUCI16 interagisse avec la E-cadhérine et la P-caténine et induit leur
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relocalisation. Ce qui pourrait entrainer ’activation de certaines voies de signalisation, dont la voie
de Wnt qui entrainerait I’augmentation de la motilité cellulaire, la migration et le caractere invasif
des cellules (Suyama et al., 2002).

De plus, il serait possible que MUC16-CTD joue un role dans la dissémination du cancer de
l'ovaire et du processus métastatique. Le mécanisme par lequel MUC16 affecte, le processus
métastatique est inconnu, il serait donc intéressant d’évaluer la capacité d’invasion des NIH3T3,
soit avec une expérience en chambre de Boyden avec des couches de matrigels ou par une

expérience in vivo; injection des souris SCID de fagon péritonéale.

34.6 MUC16-CTD semble favoriser la formation de tumeurs
Les cellules doivent acquérir de nombreux avantages pour étre capables de former une tumeur

chez un animal. Bien que les souris NUDE possédent un systéme immunitaire déficient,
l'utilisation de ce modéle permet la comparaison de la tumorigénicité de différentes populations.
L'expérience effectuée chez les souris NUDE a permis d'observer que 1'expression de la partie C-
terminale de MUC16 augmente la tumorigénicité des cellules (Figure 19). Les tumeurs sous-
cutanées formées par le clone NIH3T3-CTDI1 étaient plus grosses que celles formées par la
population contréle NIH3T3-TMU. Cette observation semble en accord avec les différents
résultats obtenus chez les NIH3T3. Il est possible que les avantages que semble conférer MUC16-
CTD aient favorisé la croissance des cellules chez les souris NUDE, telles que la diminution de
l'inhibition de contact, 1'indépendance des signaux de croissance et l'indépendance des signaux
inhibiteurs de croissance. Des résultats similaires ont été obtenus avec l'ajout de MUC16-CTD
dans les SKOV3 ainsi que I'ajout de MUC1 et MUC4 dans les NIH3T3 (Bafna Sangeeta et al,,

2008)
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Suite aux résultats obtenus avec les NIH3T3, la partie C-terminale de MUC16 semble jouer un
role important dans la transformation et dans la tumorigénése, ce qui suggére que MUCI16
posséderait des propriétés oncogéniques. Les roles oncogéniques de MUC1 et MUC4 semblent
étre attribuables a la partie cytoplasmique de la protéine, or la structure de la partie C-terminale de
MUCI16 différe de ces mucines. Il est donc possible que les mécanismes entrainant la

transformation des cellules différeraient des mucines MUC1 et MUCA4.

34.7 MUC16-CTD semble stimuler la prolifération via la phase G1.
Pour comprendre par quel mécanisme moléculaire MUC16-CTD augmente la prolifération des

cellules NIH3T3 in vitro et in vivo, nous avons tout d'abord évalué le niveau protéique de plusieurs
protéines par Immunobuvardage (Figure 21). Nous avons évalué les protéines impliquées dans la
régulation du cycle cellulaire, y compris ERK1/2, Akt, cycline DI, cycline D2, cycline E et

cycline A.

Les résultats obtenus suggerent que la partie C-terminale de MUC16 augmente la prolifération des
NIH3T3. Ceci pourrait étre via la phase G1 puisque nous avons observé une augmentation de la
phosphorylation ERK1/2, des niveaux de la cycline D2 et E2. Ces trois protéines ont pour réle de
favoriser la prolifération cellulaire, et ce, via la phase G1 du cycle cellulaire. La partie C-terminale
de MUC16 pourrait également favoriser la prolifération via I'inhibition des geénes régulant la phase
S puisque nous avons observé une diminution de la cycline A responsable pour la rentrée en phase

S des cellules.

De plus, nous avons constaté 1'apparition de la forme plus courte de la cycline E2 dans les deux
clones indépendants, alors qu'elle est absente dans les populations contrdles. Dans la littérature, il
a été¢ démontré que la forme plus courte de la cycline E2 est surexprimée dans le cancer ovarien et

absente chez les cellules normales (Bedrosian I ez al., 2004).
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35. La lignée cellulaire non-immortalisée et non-transformée OSE
Suite aux résultats obtenus avec la lignée NIH3T3, il a été décidé d’infecter des OSE, des cellules

de la surface épithéliales de 1’ovaire afin de déterminer si MUC16-CTD est en mesure d’entrainer
la transformation et I’immortalisation de ces cellules. Une trés bonne efficacité d'infection a été
observée chez les différentes cellules OSE a partir des populations GFP (Figure 22). Des
expériences de validation pour les populations OVNT221 et OVNT321 ont ensuite été effectuées.
La validation des cellules OVNT225 s'est avérée impossible a cause de 1'entrée rapide des cellules
en sénescence. Chez les OVNT321, une entrée plus tardive a permis d'évaluer en RT-PCR la
construction de MUC16-CTD (Figure 23) et pour les OVNT221, on a pu évaluer en RT-PCR,

ainsi qu'en immunofluorescence, les constructions MUC16-CTD et MUC16-TMU (Figure 23-24).

35.1 La partie C-terminale de MUC16 n’est pas suffisante pour immortaliser et transformer
les OSE
En culture, les cellules ayant atteint un plateau de sénescence présentent de nombreuses

caractéristiques phénotypiques spécifiques permettant de les reconnaitre aisément. Les cellules
OSE ont présenté une augmentation de leurs tailles, un étalement sur leur support et une
augmentation de la taille de leurs noyaux, accompagnée d'une polynucléation. Ainsi, 1'entrée en
sénescence des différentes populations d'OSE a empéché une analyse des cellules a travers les
différentes expériences de transformation. Cependant, des observations ont été effectuées lors de la
culture des populations. Aucune modification de morphologie n’a été notée (Figure 24). Aussi,
aucune différence de vitesse de croissance et d'inhibition de contact des cellules n'a pas été

observée.

Les résultats obtenus avec les OSE indiquent que la partie C-terminale n'est pas suffisante pour
induire la transformation et l'immortalisation de ces cellules. Il est possible que d'autres

modifications cellulaires soient nécessaires pour que la partie C-terminale puisse transformer les
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cellules non-immortalisées. Il est connu dans la littérature que I'immortalisation des cellules peut
étre entrainée par la combinaison de plusieurs oncogenes. En effet, il a ét¢ démontré que le facteur
de transcription Kruppel (KLF-8) serait un oncogéne faible et coopérerait avec c-myc pour
transformer et immortaliser (par SV40 et hTERT) les cellules OSE (Lu et al., 2014). Il serait donc
intéressant de déterminer si MUC16-CTD pourrait transformer et immortaliser les OSE en

combinaison avec d'autres oncogeénes comme c-myc.

36. La lignée cellulaire immortalisée non-transformée OVNT-95-hTERT
L’immortalit¢ des OVNT95 hTERT a permis d’effectuer des expériences de transformation et

d’évaluer le role que pourrait jouer la partie C-terminale de MUC16 dans la transformation des
cellules, sur les différentes caractéristiques associées a la tumorigénicité et 1’expression des

protéines membranaires et du cytosquelette.

36.1 MUC16-CTD induit un changement de morphologie
Suite a la validation de l'expression de MUC16-CTD dans les clones, les cellules ont été

régulicrement observées au microscope afin de détecter des changements morphologiques. On
observe un changement au niveau des deux clones indépendants OVNT95 hTERT-CTDI1 et
OVNT95 hTERT-CTD2 (Figure 30). Les cellules semblent présenter une morphologie plus
épithéliale alors que les populations contrdles présente plutét une morphologie mésenchymateuse.
Ce qui serait prévu, puisque MUCI16 est décrit comme un marqueur €pithélial (Jacob et Bast,
1989; Wong et Auersperg, 2003) et lorsque les OSE se transforment en cellules cancéreuses, les
caractéristiques épithéliales sont favorisées. De fagon surprenante cependant il n'y a pas de

différence d'expression avec les marqueurs épithéliaux.

Plusieurs expériences afin d’évaluer la transformation des OVNT95 hTERT ont été effectuées

apres validation des clones indépendants.
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36.2 MUC16-CTD favorise la perte d'inhibition de contact
Afin d’évaluer les effets de MUC16-CTD sur I’inhibition de contact, une expérience de formation

de foyer post-confluence a été effectuée. Les résultats ont démontré que la présence de MUC16-
CTD dans les OSE immortalisées favorisait la formation de foyer. Un nombre significativement
plus ¢élevé a été formé par les deux clones indépendants OVNT95 hTERT-CTDI1 et OVNTO95
hTERT-CTD2, comparativement aux populations controle OVNT95 hTERT-EV et OVNT95
hTERT-TMU (Figure 31). La diminution de I’inhibition de contact observée chez les clones
indépendants pourrait indiquer que MUC16-CTD augmente I’insensibilité des cellules a différents

signaux inhibiteurs de croissance.

36.3 MUC16-CTD stimule la prolifération
Une des expériences afin d'évaluer la capacité des cellules a étre autosuffisantes face aux signaux

de croissance est de déterminer si les cellules peuvent proliférer dans un milieu appauvri en sérum.
Les résultats suggerent que la partie C-terminale de MUC16 est suffisante pour stimuler la
prolifération et pourrait conférer aux cellules une certaine indépendance a différents signaux de
croissance. Il est également possible que MUC16-CTD rende les cellules insensibles aux différents
signaux qui cherchent normalement a contrdler et a inhiber leur croissance. Par exemple, il est
possible que MUC16-CTD interagisse avec des récepteurs tyrosine kinase ou d’autres partenaires
moléculaires pour entrainer ¢galement I’activation de différentes voies pour moduler la croissance
cellulaire. Tel que discuté avec les résultats obtenus avec les NIH3T3, il est possible que MUC16-
CTD interagisse avec des récepteurs tyrosine kinase ou d’autres partenaires moléculaires pour
entrainer I’activation des voies ERK et Akt pour moduler la croissance cellulaire. Cependant,
puisque MUCI16 est dépourvue d'un motif de MUCI16 est dépourvue d'un motif de liaison aux
RTK, il n'est pas clair si la signalisation induite par MUCI16 est affectée par les RTK. En effet,

I'expression stable du domaine C-terminal MUC16 dans les cellules SKOV3 n'a pas modifié
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l'expression ou la phosphorylation de 'EGFR (Thériault et al., 2011). Bien que ces observations
n'excluent pas l'implication des récepteurs a activité tyrosine kinase, d'autres partenaires sont

probablement nécessaires pour moduler la croissance des cellules.

36.4 MUC16-CTD favorise la capacité de croissance en absence d’ancrage
Une expérience en agar mou a été effectuée afin d'évaluer la capacité des cellules a croitre sans

ancrage. Les résultats ont démontré que la présence de MUC16-CTD dans les OVNT95 hTERT
favorisait la formation de colonies en Agar mou. Un nombre significativement plus élevé de
colonies a été formé par les deux clones indépendants comparativement aux populations controles
OVNT95 hTERT-EV et OVNT95 hTERT-TMU (Figure 33) qui n’en ont formé aucun. Ainsi, la
présence de la partie C-terminale de MUCI16 favorise la croissance en absence d'ancrage. Ceci
pourrait indiquer encore une fois que MUC16-CTD favorise ou confére une certaine indépendance
a différents signaux de croissance.

Plusieurs facteurs de croissance induisent la phosphorylation des résidus tyrosine sur la queue
cytoplasmique de la mucine MUCI1 qui entraine l'activation de certaines voies de signalisation
(Ren et al., 2006). Cette phosphorylation augmente en autre la liaison de MUCI a la B-caténine et
induit la co-translocation de la partie C-terminale de MUCI et la B-caténine dans le noyau (Ren et
al., 2006). Lorsque la P-caténine se retrouve dans le noyau elle s’associe aux facteurs de
transcription TCF/LEF, modulant ainsi leur activité et activant (ou inactivant) I’expression d’un
grand nombre de geénes cibles qui promouvoit la tumorigénicité. Il est donc possible que MUC16-
CTD interagissent avec la B-caténine et active la voie de Wnt. Or, les structures entre MUCI et
MUCI6 different et la queue cytoplasmique de MUC16 ne posséde pas les sites de liaison
spécifique a la B-caténine comme MUCI il n'est donc pas certain que MUC16 pourrait jouer un

r6le similaire a MUCI.
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Ainsi, les résultats obtenus pourraient suggérer que MUC16-CTD entraine une résistance a
l'anoikose et par conséquent pourrait favoriser indirectement la formation de métastases. Or, cette

hypothése reste a confirmer.

36.5 MUC16-CTD favorise la formation de sphéroides
Une expérience visant a vérifier I'habilité des différentes populations a former des sphéroides a été

effectuée. Toutes les populations ont ét¢ en mesure de former des sphéroides apres 48 h, mais ceux
obtenus avec les clones indépendants étaient beaucoup plus gros et plus denses (Figure 34). En
effet, les sphéroides obtenus avec les populations contrdles se dissociaient facilement avec une
simple agitation alors que ceux des clones restaient trés compacts, ce qui correspond aux
caractéristiques des sphéroides formés par des lignées cancéreuses de ’ovaire. Les sphéroides
formés par ces lignées vont &étre capables de proliférer pendant environ 10 jours, vont étre
caractérisés par une augmentation graduelle de leur taille et vont étre difficiles a se défaire
(SHIELD et al., 2007), ce que nous avons observé avec les clones indépendants. Ces résultats
suggerent donc que l'expression de MUCI16-CTD favoriserait possiblement la survie, la
prolifération ou la force des interactions cellules-cellules. De plus, il serait possible que MUC16-
CTD joue un réle dans la dissémination du cancer de 1'ovaire et du processus métastatique, puisque

les sphéroides sont impliqués dans ce processus.

Dans les cellules épithéliales, le recrutement de la E-cadhérine et de 1’actine du cytosquelette dans
les régions de contacts intracellulaire est essentiel pour la stabilisation des jonctions adhérentes
(Yonemura et al., 1995) Les cadhérines ménent a 1'adhésion mécanique cellule-cellule et régulent
la morphologie cellulaire, la migration, la prolifération et la différenciation cellulaire (Gumbiner et

al., 2000).
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On observe souvent une diminution de l'expression de la N-cadhérine et l'apparition d'une
expression de la E-cadhérine chez les cancers épithéliaux de l'ovaire et chez les cellules
métaplasiques (Wong et al., 1999). La destruction des contacts cellule-cellule résultant de la
diminution de I’expression de la E-cadhérine joue un role important dans la transition EMT. Il est
possible que la queue cytoplasmique de MUC16 interagisse avec la E-cadhérine, la B-caténine ou

autres composantes du cytosquelette et induit leur relocalisation.

36.6 Analyse de I'expression des protéines adhésion
Afin de faire suite au changement de morphologie observé chez les clones indépendants NIH3T3

et OVNTO95 hTERT, nous avons décidé d’étudier le patron d’expression de différentes protéines
d’adhésion ainsi que le patron d’expression de différentes protéines du cytosquelette. Des IF et des
Immunobuvardage de type Western ont été effectués pour visualiser leur localisation et leur niveau
d’expression. Chez les OSE, l'expression et la concentration de ces protéines permettant
¢galement de détecter une évolution des cellules vers un état métaplasique (Auersperg et al.,

2011).

36.6.1 L'expression de la N-cadhérine et de 1a E-cadhérine n'est pas influencée par MUC16-
CTD
Tel que décrit dans la littérature, on observe souvent une diminution de l'expression de la N-

cadhérine et l'apparition d'une expression de la E-cadhérine chez les cancers épithéliaux de 1'ovaire

et chez les cellules métaplasiques (Wong et al., 1999).

On a observé par IF que la N-cadhérine était exprimée chez les différentes populations OVNT95
hTERT (Figure 36). On a également observé une 1égeére diminution de l'intensité de marquage de
la protéine chez le clone OVNT95 hTERT-CTD2. Cependant, cette différence était peu notable par
Western. On a plutdt observé une augmentation de la N-cadhérine en Western dans la population
OVNT95 hTERT-TMU et le clone OVNT95 hTERT-CTDI1, ce qui ne concorde pas avec les
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résultats obtenus en IF. Ainsi, il ne semble pas avoir une différence importante des niveaux de N-
cadhérine dans les différentes populations. Il est probable que la plus faible expression de N-
cadhérine observée chez le clones CTD2 par IF ait en fait été reliée a la morphologie plus
épithéliale du clone, alors que 'expression augmentée de la population TMU pourrait étre attribuée

a sa morphologie plus mésenchymateuse.

Parall¢lement, nous avons évalué¢ 1'expression de la E-cadhérine dans les différentes populations.
Nous avons observé une apparition de I'expression de la protéine en IF dans les OVNT95 hTERT-
TMU et dans les deux clones. Cependant en Western nous n’avons détecté aucune expression de la
protéine. Il est possible que MUCI16 influence I'expression de la E-cadhérine, mais ne serait pas
seulement attribuable a la partie cytoplasmique de MUCI16. Il serait intéressant de refaire
l'expérience et d'observer par microscopie €lectronique les jonctions cellulaires pour évaluer s'il y

a des changements parmi les différentes populations.

L'apparition de la E-cadhérine dans les deux clones indépendants appuie les observations faites
plus tot que la partie C-terminale de MUC16 induit la transformation des OSE immortalisées et
favorise une morphologie épithéliale. Cependant, 1'expression de la E-cadhérine dans la population
OVNTO95 hTERT-TMU ainsi que l'absence de modification de 1'expression de la N-cadhérine ne

nous permet pas de conclure dans ce sens.

36.6.2 L'expression de la -caténine n'est pas influencée par MUC16-CTD
L'expression de la B-caténine a par la suite été évaluée. Lorsque la protéine est exprimée a la

membrane, la B-caténine est impliquée dans le maintien des jonctions adhérentes. Lorsque la -
caténine est exprimée selon un patron cytoplasmique et/ou nucléaire indique généralement que la
voie de signalisation de Wnt/wingless est activée (DIETRICH, 2002). L'activation de la voie de

Wnt permet indirectement d'activer la transcription de certaines protéines impliquées dans la
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prolifération cellulaire telle, que c-myc et la cycline D1 (RASK et al., 2003). Des déréglements du
patron d'expression de la B-caténine impliquent souvent l'activation ou la dérégulation de la voie

Wnt. La voie Wnt est fréquemment dérégulée dans les cancers de 'ovaire (RASK et al., 2003).

Les résultats obtenus indiquent qu'il y a une augmentation de l'expression de la B-caténine dans la
population OVNT95 hTERT-TMU et une augmentation plus ¢élevée dans les deux clones
indépendants. L'expression dans la population OVNT95 hTERT semble étre exclusive a la
membrane qui correspond a l'expression dans la littérature de la B-caténine dans les OSE (RASK
et al., 2003). Le patron d'expression observé est également similaire a celui de la E-cadhérine. 11 a
¢té démontré que MUCI16 interagit avec la B-caténine et avec la E-cadhérine (Comamala et
al.,2011) et il est connu dans la littérature que la PB-caténine et la E-cadhérine intéragissent

ensemble au niveau des jonctions cellulaires.

De plus, dans les deux clones indépendants, la localisation de B-caténine semble également étre
cytoplasmique et méme nucléaire, ce qui est souvent le cas dans le cancer de 1'ovaire. Ceci laisse
supposer que la partie C-terminale de MUC16 puisse jouer un role important dans la relocalisation
de la protéine. Il a été démontré que la queue cytoplasmique de MUCI lie spécifiquement la B-
caténine et co-localise au noyau; ce qui entraine 1’activation de plusieurs geénes régulés par la voie
Wnt. Jusqu'a présent, il n'y a aucune preuve que la queue cytoplasmique de MUCI16 lie et co-

localise avec la B-caténine dans le cytoplasme ou vers le noyau.

Cependant, comme avec l'expression de la E-cadhérine, on ne retrouva pas le méme patron
qu'observé en IF, en Western. Il serait intéressant d'effectuer un IF de fagon cofocale pour bien

déterminer la localisation de B-caténine.

140



36.7 Analyse de I'expression des protéines adhésions
On observe souvent des changements au niveau du patron d'expression de protéines du

cytosquelette lors de transformation cellulaire ou lors d'une EMT. Donc, le patron d'expression de

différentes protéines du cytosquelette a été analysé par IF.

36.7.1 MUC16-CTD favorise une EMT chez les populations OVNT95 hTERT
La littérature indique que les OSE expriment généralement les cytokératines 8 et 18, qui sont des

marqueurs épithéliaux (AUESPERG et al., 2001). Cependant lors qu'une EMT se produit, leur
expression tend a diminuer. Les cytokératines 8 et 18 ont été détectées chez les différentes
populations. Cependant, on observe une diminution de cette expression dans les deux clones

indépendants CTD1 et CTD2, suggérant que les clones aient subi une EMT.

L'expression de la vimentine chez toutes les populations OVNT95 hTERT semble également
confirmer 1'état mésenchymateux des cellules et la EMT chez les clones indépendants. La
vimentine est un marqueur mésenchymateux et normalement exprimée chez les OSE. Or la
présence de vimentine et 1'absence des cytokératines chez les clones semblent indiquer une EMT
plus compléte que celle des OSE normalement retrouvées a la surface des ovaires puisque les OSE
expriment, généralement, a la fois les cytokératines et la vimentine. Une expression exclusive de la
vimentine chez les clones OVNT95 hTERT-CTD pourrait donc indiquer que les cellules sont

devenues plus mésenchymateuses (AUESPERG et al., 2001).

Le patron d'expression des différentes protéines du cytosquelette étudiées ne semble pas appuyer
la morphologie observée chez les clones qui présentaient une morphologie beaucoup plus
épithéliale. Or, cela semble appuyer I'effet possible de MUC16-CTD sur la migration. Puisqu’avec

l'expérience de blessure sur monocouche, MUC16-CTD semblait favoriser la migration chez les
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cellules OVNT95 hTERT (Figure 35), il est possible que la partie C-terminale de MUC16 favorise

I'EMT chez les cellules OSE immortalisées.

36.7.2 Le patron d'expression de la F-actine
L'actine est une protéine qui influence grandement la morphologie cellulaire, la fagon dont l'actine

est organisée dans une cellule va influencer les fonctions et le phénotype de celle-ci. En effet, la
forme de la cellule résulte de I'organisation de trois types de filaments formant son cytosquelette:
les microfilaments d'actine, les filaments intermédiaires et les microtubules. Le réseau de
microfilaments d'actine est directement responsable des mouvements cellulaires grace a ses
propriétés de polymérisation. La F-actine forme un réseau dense sous la membrane plasmique,
mais elle est aussi présente sous la forme de cables trés structurés appelés cables de stress, qui
traversent le cytoplasme et s'ancrent a la membrane plasmique (ROVERTS et al., 2005). L'actine
va étre impliquée au niveau de plusieurs différentes fonctions, dont la migration, I'adhésion et la

signalisation (CHAUHAU et al., 2009).

Excepté une légere différence pour le clone OVNT95 hTERT-CTDI, la détection de la F-actine
chez les cellules n'a démontré aucune différence entre les différentes populations OVNT95
hTERT. Chez les cellules, I'actine semblait organisée en fibre de stress (Figure 44). Les fibres de
stress apparaissent sous forme de filaments qui parcourent le cytoplasme de la cellule, sauf pour le
clone OVNT95 hTERT-CTDI ou les fibres de stress semblent étre concentrée au niveau de la
membrane. Chez les OSE, une organisation de la F-actine en fibre de stress est associée a un état
cellulaire normal. Lors d'une transformation graduelle des OSE, les fibres de stress deviennent
plus concentrées aux sites d'interaction avec d'autres cellules (ROVERTS ef al., 2005;
CHAUHAU et al., 2009). Ainsi, les résultats indiquent que les populations OVNT95 hTERT-EV

et OVNT95 hTERT-TMU ont gardé des caractéristiques relativement normales malgré leur
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immortalisation par la télomérase. Le patron d'expression du clone OVNT95 hTERT-CTDI
semble illustrer une transition vers un état métaplasique, ce qui irait avec les résultats obtenus
précédemment, qui suggere que MUC16-CTD favorise la transformation des OSE immortalisées.
Cependant, on se serait attendu d'obtenir le méme patron d'expression chez le clone OVNT95

hTERT-CTD?2, ce qui n'a pas ¢été le cas.

37. Micropuce
Parmi les génes qui seront exprimés de maniere différentielle (> 1,5 fois la différence), nous avons

s¢lectionné ceux impliqués dans le cycle cellulaire, la croissance, la prolifération cellulaire, le
mouvement cellulaire et la transformation, ainsi que des geénes qui ont déja été associés au

développement et a la progression du cancer ovarien.

Parmi ceux-la, on retrouve le géne TGFBl comme étant le plus surexprimé dans les clones
indépendants, comparativement a la population controle OVNT95 hTERT-TMU. TGFpI1 est un
facteur de croissance de transformation (TGF de l'anglais transforming growth factor). C’est une
cytokine polypeptidique qui joue un role important dans la prolifération cellulaire, la
différenciation et 1’apoptose (Gold LI, 1999). Dans le cancer, TGFp joue un role de régulateur
positif ou négatif. Au début, dans les stades précoces, il peut jouer le role de suppresseur de
tumeur, mais dans la progression maligne, TGFP va plutét promouvoir la croissance tumorale et le
processus métastatique (Gold LI, 1999). 1l est connu dans la littérature que TGFp est surexprimé
dans le cancer de 1’ovaire (Gordinier et al., 1999; Higashi et al.,2001 ) et augmente I’invasion des

cellules cancéreuses ovariennes (Rodriguez GC et al., 2001).

On constate également I'augmentation de I'expression de Wnt5a, qui est un membre non canonique
Wnt. Dans plusieurs tissus, son expression est altérée et associée a différents cancers, notamment

le cancer du sein, le mélanome, le cancer du c6lon, et le glioblastome (Ford CE et al., 2009). Des
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niveaux plus élevés d'ARN messager de Wnt5a (ARNm) ont également été détectés chez les
patientes atteintes d'un cancer de 1'ovaire (Matei D ef al., 2002 ). En accord avec la détection de
I'ARNm de Wnt5a, l'expression protéique dans le cancer ¢épithélial de 1’ovaire est
significativement plus élevée que celles trouvées dans les tumeurs épithéliales bénignes et des
ovaires normaux. Wnt5a est également un facteur prédictif de mauvais pronostic du cancer de
l'ovaire (Badiglian Filho L et al, 2009). Une autre ¢tude a également montré que l'expression
accrue du géne Wnt5a entrainait un phénotype plus résistant a la chimiothérapie chez les lignées
cellulaires de cancer de l'ovaire (Varma RR et al., 2005). Or, une enquéte plus approfondie est
nécessaire pour ¢lucider les mécanismes précis de 'activation Wnt5a dans le cancer ovarien (Peng

Cetal.,?2011).

Nous avons également observé 1'augmentation de CFH qui est une glycoprotéine soluble circulant
dans le plasma humain, ses principales fonctions sont de réguler la voie alternative du systéme du
complément ainsi que veiller a ce que le systtme du complément soit dirigé vers les agents
pathogénes ou d'autres matériaux dangereux afin de ne pas endommager les tissus de 1'hte. Des
¢tudes montrent deux mécanismes de résistance du complément dans les cellules tumorales de
I'ovaire : (i) la production du facteur H et la protéine analogue facteur H et (ii) la sécrétion de la
protéine soluble de cofacteur membranaire. Ainsi, la résistance au complément pourrait entrainer
la protection des cellules tumorales ovariennes contre une attaque immunitaire tumorale et, par
exemple, constituer un obstacle pour la thérapie avec des anticorps monoclonaux. (Junnikkala et

al., 2002)

De plus, nous avons observé une augmentation de 1'expression du géne MET. Une forte expression
de la protéine MET indique une plus grande susceptibilité a la transformation (ZHOU et al., 2008).

La voie de signalisation HGF/MET est impliquée dans de nombreux cancers. Au niveau du cancer
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de l'ovaire, cette voie augmente la prolifération, la migration et favorise l'apparition de métastases

(ZHOU et al., 2008).

Il y a plusieurs génes diminués, dont ADRAIB et SI00A4, qui sont des protéines qui activent
I'apoptose et entraine la mort cellulaire. Il est possible que les clones indépendants soient plus
résistants a l'apoptose. Il serait intéressant de déterminer si MUCI16-CTD peut entrainer la

résistance a I’apoptose chez les OSE immortalisées.

Egalement, on retrouve une diminution de GRB10, qui est un inhibiteur de la voie PI3K et qui

peut également réguler négativement la voie de signalisation de 1'insuline (Yonghao et al., 2011).

Finalement, on a également observé la diminution de CDKNIC qui est un inhibiteur du cycle
cellulaire. Il est possible que MUC16-CTD entraine une activation accrue du cycle cellulaire,
puisque les résultats préliminaires obtenus avec les NIH3T3 ou MUCI16-CTD semblait

promouvoir la prolifération via la phase G1 du cycle cellulaire.

Beaucoup d’autres geénes augmentés et diminués doivent étre validés par qPCR et devront étre
s¢lectionnés pour une analyse plus compléte. Néanmoins, ces résultats préliminaires sont
prometteurs et sont une bonne piste afin de déterminer quelques voies de signalisation
potentiellement influencées par MUC16 qui pourraient contribuer a la progression tumorale du

cancer ovarien.
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Conclusion

En conclusion, pour évaluer le potentiel oncogénique de MUCI16, des clones stables de NIH3T3 et
d'OSE-immortalisées qui expriment la partie C-terminale de MUC16 ont été obtenus. Des clones
indépendants ont été sélectionnés (CTD1 et CTD2) et I’expression de MUC16-CTD a été validée
par immunobuvardage, PCR et immunofluorescence. Les NIH3T3 et OSE-hTERT exprimant
MUCI16-CTD ont induit la perte d'inhibition de contact des cellules par la formation de foyers de
transformations en conditions adhérées. La diminution de l'inhibition de contact pourrait indiquer
que le domaine C-terminale de MUC16 augmente l'insensibilité des cellules a différents signaux
inhibiteurs de croissance. On a aussi observé une augmentation de la prolifération chez les
NIH3T3 et OSE-hTERT exprimant MUC16-CTD, ceci en condition normale de sérum (10 %) et a
faible concentration de sérum (1 %). Ce phénotype acquis a été associé a des protéines de
régulation du cycle cellulaire d'expression altérée dans les NIH3T3, soit une augmentation de la

phase G1 et ’augmentation de la forme phosphorylée de ERK.

Egalement, nous avons observé que MUC16-CTD induit la formation de colonies en agar mou.
Ces résultats suggerent que la portion CTD favorise ou confére une certaine indépendance des
cellules a différents signaux de croissance. Finalement, nous avons observé la formation de
tumeurs sous-cutanées dans les souris NUDE, ce qui confirme que MUC16-CTD contribue a la
tumorigénicité. Les résultats obtenus suggerent que MUCI16-CTD induit la transformation des

cellules et est capable d'agir comme un oncogene.

Fait intéressant, les phénotypes acquis de transformation induits par la partie C-terminale de
MUCI16 sont assez similaires a ceux rapportés avec l'expression du domaine C-terminale des

mucines MUCI et MUC4 (Li Y et al., 2003; Bafna S et al., 2008). Il a été¢ bien démontré que
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MUCI et MUC4 favorisent la croissance cellulaire (Satoh S et al.,2000; Komatsu M et al., 2001 )
et possedent des propriétés oncogéniques (Li Y et al., 2003). Bien que la fonction oncogénique de
MUCI16, MUCI1 et MUC4 semble étre localisée dans la partie C-terminale (CT), MUC16 CT n’a
aucune homologie avec MUC1 CT et MUC4 CT, ce qui suggere que les mécanismes de
transformation différent entre MUC16 et MUC1 et MUCA4. 1l est possible que MUCI16 via sa
queue cytoplasmique puisse recruter des protéines intracellulaires différentes des autres mucines et
entrainer l'activation de différentes voies signalisations, qui par la suite entraineraient la

transformation des cellules.

Finalement, nous avons également observé que MUCI16-CTD n'était pas capable a lui seul
d'entrainer la transformation et I'immortalisation des OSE. Il est possible que les effets de la partie
C-terminale de MUCI16 passent par une co-expression avec d'autres oncogenes. En effet, la
majorité des oncogeénes n'est pas en mesure de transformer et immortaliser les cellules humaines

seules.

En résumé, nos données fournissent pour la premiére fois une preuve d'un role potentiel de
MUCI16 dans la transformation cellulaire et cette influence serait attribuable en partie a la portion
cytoplasmique de MUC16. Nous avons montré que MUC16-CTD entrainait la transformation des

NIH3T3 et des OSE immortalisées.

Plusieurs validations supplémentaires seront nécessaires afin de confirmer que MUC16 posséde
des propriétés oncogéniques et également afin de déterminer par quel mécanisme moléculaire elle
induit ces effets. Nous croyons qu’il est important d’en connaitre davantage, car MUC16 pourrait
représenter une cible potentielle trés intéressante pour prévenir le développement du cancer de

'ovaire.
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Perspectives

Les résultats obtenus dans ce mémoire suggerent fortement que MUC16 pourrait fonctionner

comme un oncogene et peut contribuer a la transformation des cellules OSE.

11 serait intéressant d’identifier les protéines qui pourraient interagir avec la partie C-terminale de
MUCI16 et qui contribueraient a sa fonction oncogénique. Nous croyons que la spécificité
fonctionnelle de MUCI16 en ce qui concerne le potentiel oncogeéne se produirait a travers le
recrutement de protéines intracellulaires via sa queue cytoplasmique. Cette hypothése est donnée
par l'observation que MUC16-CTD est suffisante pour induire la transformation des cellules
NIH3T3 et des OSE immortalisées mais pas la construction MUC16-TMU qui elle, est dépourvue
que de la queue cytoplasmique de MUC16. Des résultats préliminaires au laboratoire ont identifié
quelques protéines potentielles dont Ras-associated protein 1 (liaison Rabl), RNF5, FAK
(données non publiées), la E-cadhérine et la B-caténine (Comamala et al, 2011). Il serait donc
intéressant de valider l'interaction entre MUC16-CTD et définir la localisation de l'interaction sur
MUCI16 de ces protéines et par conséquent, déterminer si le réle de MUCI16-CTD dans la

tumorigenese est modifié par la modulation de 1'expression de ces protéines.

Dans la littérature, peu de choses sont connues sur les voies de signalisation activées par MUCI16.
I1 serait essentiel de mieux comprendre au niveau moléculaire comment MUC16 induit les effets
sur la pathogenése du cancer ovarien et la transformation possible des cellules. Les voies de
signalisation pourraient étre des biomarqueurs potentiels ou des nouvelles cibles thérapeutiques.
Le profil d’expression génétique obtenu dans ce mémoire est une bonne approche pour évaluer les

capacités de signalisation de la partie C-terminale de MUCI16.
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Basée sur l'analyse des données de puces a ADN, il serait intéressant de sélectionner un nombre
limité de génes MUC16-CTD induits ou réprimés pour l'analyse primaire en raison de leur role
potentiel dans le développement et la progression de CO. On pourrait tout d'abord par qRT-PCR et
par immunobuvardage valider les changements d'expression des génes. La signification biologique
des changements dans I'expression de protéines pourrait étre également validée par le microréseau

de tissus (TMA).

Les génes candidats régulés a la hausse dans les OSE MUC16-CTD pourraient étre clonés dans
des vecteurs lentiviraux et exprimés de maniére stable dans les cellules OSE. A l'inverse, les génes
qui sont régulés a la baisse pourraient étre avec des knockdowns siRNA dans les cellules OSE.
L'impact de l'expression ectopique des geénes ou des geénes knockdowns sur la prolifération
cellulaire, sur la croissance en absence d'ancrage ou avec ancrage et la tumorigénése pourraient par
la suite étre déterminé. Bien au-dela de ce projet, une fois que les changements moléculaires ont
¢té identifiés et validés pour leur implication dans la tumorigeneése du cancer ovarien, les
prochaines étapes seraient d'évaluer leur expression dans un panneau de cellules tumorales et de
corréler leur expression avec le pronostic afin de déterminer s'ils représentent des marqueurs
potentiels pour la survie. L'analyse des puces a ADN saura fournir des indices pour déterminer les

genes potentiellement impliqués dans 1'initiation et le développement des tumeurs.

Finalement, nous avons observé que MUC16-CTD n'entrainait pas seule la transformation des
OSE. 1 est possible que MUC16-CTD ait besoin de coopérer avec d'autres oncogenes pour
transformer et immortaliser ces cellules. Il serait intéressant de combiner MUC16-CTD avec c-

myc ou Akt et d'évaluer les effets. Les protéines c-myc et Akt, sont souvent modifiées dans le
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cancer ¢pithélial de type séreux et contribue a la transformation des cellules OSE. De plus, leur
régulation a la hausse favorise la tumorigénicité du cancer ovarien.

La migration est également une caractéristique importante de la tumorigénicité. Au niveau du
cancer, la migration des cellules est souvent centrale a la formation de métastases. Elle permet aux
cellules cancéreuses de quitter la tumeur primaire et s’implanter dans un nouvel endroit. Il aurait
été intéressant de vérifier si MUC16-CTD pourrait entrainer une augmentation de la capacité de
migration des cellules, une expérience de migration par blessure de monocouche et I’utilisation de
Chambre de Boyden pourrait permettre de vérifier la migration cellulaire. Egalement, il aurait été

intéressant de déterminer si MUC16-CTD augmente 1’invasion.
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