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RESUME

Le cancer cause plus de 30 % des décés annuellement au Canada, ce qui en fait la
premiére cause de mortalité. Chez la femme, les cancers gynécologiques (cancers de
I’ovaire et de ’endométre) sont associés & un taux de mortalité élevé lorsque ceux-ci
sont diagnostiqués tardivement. Un des obstacles majeurs provenant de ces cancers de
stades avancés est qu’ils sont souvent associ€s a une absence de réponse a la thérapie
conventionnelle, aussi nommée chimiorésistance, qui réduit drastiquement le taux de
survie des patientes. En plus d’étre inefficaces, ces traitements conventionnels
provoquent de nombreux effets secondaires indésirables pour les patientes. Afin de
contrer ces problématiques, une solution s’impose par le développement de nouveaux
traitements sélectifs contre les cellules cancéreuses, traitements qui permettent de
diminuer les effets secondaires et de contrer les mécanismes de chimiorésistance :
la thérapie ciblée. Dans le cadre de cette thése, trois cibles/méthodes d’intérét ont été
étudiées spécifiquement dans le contexte des cancers gynécologiques. Il s’agit d’un
nouveau composé (le VP-128) ciblant spécifiquement le récepteur a ’estrogéne (ER),
de I’utilisation d’une toxine bactérienne (parasporine 2Aal) sélective contre les cellules
cancéreuses et d’une protéine (Par-4) ayant la caractéristique unique d’induire
I’apoptose aux cellules cancéreuses seulement. L’étude de ces cibles/méthodes a comme
objectif général de permettre I’avancement des connaissances concernant celles-ci dans
le but de permettre, un jour, leur utilisation comme traitement de médecine
personnalisée en clinique par la thérapie ciblée.

Dans le cadre du premier projet, 1’activité antitumorale et le mécanisme d’action d’un
hybride estradiol-platine ciblant le ER (le VP-128) ont été étudiés in vitro et in vivo.
Les résultats obtenus ont été des plus intéressants puisque le VP-128 a présenté une
activité sélective a I’égard des tumeurs exprimant sa cible, le ER, et il a démontré une
plus grande efficacité que le cisplatine pour inhiber la croissance tumorale. Au niveau
mécanistique, il a été découvert que le VP-128 pouvait activer les mécanismes
d’autophagie dans les cellules du cancer de ’ovaire. Considérant ce fait, 1’inhibition de
I’autophagie par I’utilisation de la chloroquine a permis d’augmenter 1’efficacité du
VP-128 et indique une possibilité de faire de la thérapie combinée dans une optique
clinique.

Le deuxiéme projet a permis d’étudier ’activité antitumorale d’une toxine bactérienne
sélective contre les cellules cancéreuses, la parasporine 2Aal (PS2Aal), ainsi que les
mécanismes d’action y étant associés. Les résultats ont démontré que la PS2Aal était
spécifiquement cytotoxique contre les cellules cancéreuses de plusieurs cancers et, tel
que désiré, n’avait aucune cytotoxicité contre des cellules humaines normales. Suite aux
traitements avec la PS2Aal, plusieurs expérimentations ont permis de confirmer que la
mort cellulaire observée chez nos cellules était en partie due & des mécanismes de
I’apoptose, un aspect qui était encore inconnu a ce jour. Diverses voies de survie (PI3K,
MAPK et Par-4) régulées par la PS2Aal ont aussi été¢ découvertes et |’utilisation



vii

d’inhibiteurs associés a celles-ci a permis de sensibiliser davantage nos cellules a la
toxine, encore une fois dans 1’optique d’une utilisation de la thérapie combinée.

Le dernier projet de cette theése a permis 1’étude de la mécanistique du fragment clivé de
Par-4 (cl.Par-4). Puisque cl.Par-4 semble jouer un réle important au niveau de la
chimiorésistance, des clones stables exprimant cette protéine ont été produits afin
d’obtenir une meilleure compréhension de ses mécanismes. Lors d’un traitement
au cisplatine, le niveau protéique de cl.Par-4 a augmenté jusqu’a 50 fois par rapport
aux conditions contrles suggérant |’implication de mécanismes de régulation
post-traductionnelle. L’exposition au cisplatine a permis de découvrir que celui-ci
permettait la protection de cl.Par-4 d’une dégradation dépendante du protéasome.
I a aussi été démontré que les voies de survie PI3K et MAPK étaient impliquées dans
les mécanismes de régulation observés précédemment. Ces nouveaux résultats s’ajoutent
aux mécanismes complexes régulant Par-4 et sont nécessaires afin de pouvoir utiliser le
plein potentiel de cette protéine pouvant induire 1’apoptose de fagon sélective aux
cellules cancéreuses.

Briévement, chacun des projets a obtenu des résultats des plus prometteurs. Ils sont
présentement a différents stades de la recherche préclinique et permettront sans doute
un jour d’améliorer la qualité des traitements administrés contre les cancers
gynécologiques.

Mots-clés : Cancers gynécologiques, chimiothérapie, thérapie ciblée, estrogeéne, Par-4,
apoptose, PI3K, AKT, MAPK, toxine, bactérie, protéasome, post-traduction.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS ..cociinniiiisncsmssssissssssssessssssssssssnsssssssssossossssasssssssossoss iv

RESUME......cocueeueeeernessessessssscssessssssssssssssssssssssassssssessassasssssssssassssssesssssessassassans vi

LISTE DES FIGURES ......ciiiiiiniininnsisnissnnsssssssenssiescssiesssssesssssesssssssssossossossossoss Xiv

LISTE DES TABLEAUX .....ccociiinnnnsnnsenssnsscsssssssossesssssssssssssssssssses . Xvii

LISTE DES ABREVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES................ .. Xviii
CHAPITRE 1

INTRODUCTION................ eeesesesenssstessesaset s bt st bR s Rt s et s R e s b s bs SRS RssRn e senn R RS 1

L R Bl 4 T OO PRSPPSO 1

1.1.1 Les cancers gyn€colOgiqUES........cccvriecreriueirenieeienienieeseeneeesaesreeseesneenne 5

1.1.2  La progression tumorale .............coeveeeeceeeiereenieieeieseee e 8

1.1.3 Thérapies anticancéreuses actuelles........ccceeereerierreienieseeeeeee e 14

1.1.3.1  ChITUIZIC ..ottt ettt es 15

1.1.3.2  Radioth€rapie......c.cccoeviererieierinenieecieneienee e 15

1.1.3.3 Thérapie anti-hormonale............ccceevuerreneinianeninrierieeeeee 16

1.1.3.4 Chimiothérapie ...........cccoeiuiiiieeiiecirieree e e 18

1.2 Le développement du cancer et de ses mécanismes de chimiorésistance .......... 19

1.2.1 Voie de survie cellulaire PI3K/AKT .....ccccoviiniiiinieiecereeeeeeeeeen 20

1.2.2  Voie de survie cellulaire MAPK ..........cccooiiiininiiieeeecceee e 27

1.2.3  EStrogene €t S€S FECEPLEUTS .....ovrieurieeriirecieeeiriee et eeaereseaseeeieeeeieessaeeeas 28

1.2.4 Le suppresseur de tumeur Par-4............cccooooviiiiiiiiiiiiicnece e 30

1.2.5 Mécanisme de mort cellulaire, [’apoptose ........coccevveeeeeieiiiiiencncnnnee 31

1.2.6 Mécanisme de récupération et de mort cellulaire, I’autophagie ............. 34

1.3 Lathérapie CIbI€e.......coiiiiiiiiii ettt 36

1.3.1 Cibler les voies de signalisation reliées a I’estrogéne..........c.cocceverennenn. 38

1.3.2  Utiliser des toxines bactériennes..........cceeuevverieniniiinienienieniene e 43

1.3.2.1 LS PAraSPOTINES ....ceecuvireiirreieeeaiereneiteeeiereceieeesieeesiee e sbee e 47



1.3.3  Cibler le suppresseur de tumeur Par-4.............cccceoivevinnnincenenenene,
1.3.3.1 Mécanisme d’apoptose de Par-4...........ccocoevriiiinniininnien.
1.3.3.2 Clivage de la protéine Par-4 ............cccoecevieenencencnncnncnne.

1.4 Problématique et objectifs de recherche.............ccooveieiiiivenicinieece e,

1.4.1 FEtudier D’activité antitumorale de deux nouveaux traitements
sélectifs, différents de la chimiothérapie actuelle.............ccocooeiiinnes
1.4.1.1 Projet 1 : ciblage du récepteur a ’estrogéne par une nouvelle

molécule, 1e VP-128 ...
1.4.1.2 Projet 2 : ciblage spécifique des cellules cancéreuses par une
toxine bactérienne, parasporing 2Aal........cccccoevverveeneenennennn.

142 FEtudier le mécanisme d’action d’une cible thérapeutique
intracellulaire pour contrer la chimiorésistance............cccceoeveeerricenene
1.4.2.1 Projet 3: mécanisme d’une protéine proapoptotique

spécifique aux cellules cancéreuses, Par-4 ...........c.cccccceenenne
CHAPITRE II
ERa-TARGETED THERAPY IN OVARIAN CANCER CELLS BY A
NOVEL ESTRADIOL-PLATINUM(II) HYBRID ......cccocviincnnsnssncssissansssssassssesas
2.1 Contribution deS AULEULS .........ccueerierieeiiiieeiesee et e seeeeee et erbeenresreesaeetesneeneas
2.2 Résumé de I’article (frangaiS).......cceeereeruirneriererceee e
2.3 Article complet (anglais) : ERa-targeted therapy in ovarian cancer cells by a

novel estradiol-platinum(II) hybrid ..........ccoiiiiiiiinie e

YN o1 o] PPV PR PR

INtrOAUCTION. ..ttt

Materials and mMethods.........cccoeiiiiiiii e
Cell CUITUTE. ...t
Antibodies and reagents.........ccoecveeiirieiiiienienieeeie e
Drug treatments.........ccouiiiieiiiie e cie s er et
Measurement of annexin V/PIcells.........ocooiiiiiiciiiiiiiiinee
Transient transfection ...........cccoociiiiiiiin e
Lentiviral transfection..........ccooeiieiirieieeee e
Hoescht nuclear Staining.........ccocveveveiriieeiiieniieniecerece e
RNA extraction and RT-PCR ...
WESEEIN DOt ... ettt

Subcellular fractionNation .........c.ooiiiiiiiee ettt e e e e

ix



IMmunofluOTESCENCE . .....coviiiiieiiii e
ACTIAING OTANZE........ccueiviereeiieieeie ettt se st ste e s sae et beeae e
IN VIVO €XPEIIMENLS ...veeiiieiiiiiiieieie ettt et st sttt s eba e
Statistical ANALYSES ....ccuveveeieiieieieice et
RESUILS <.t sttt et st re e
ERa enhances VP-128 activity in ovarian cancer cell line.....................

Enhanced antitumor activity using VP-128 in vivo towards hormone-
dependent ovarian cancer xenografts when compared with its basic
compound, CISPIALIN .....c.ecirieeereee et

VP-128 induces apoptosis by activating caspase mechanisms...............
VP-128 activates caspase-independent apoptosis in ERa- A2780 cells.
VP-128 induces autophagy in ovarian cancer cells ..........ccoveveerenennnnnns
AKT and mTor pathways are involved in VP-128 induced-autophagy .
Inhibition of autophagy improve VP-128 efficiency..........ccocervecrennnne.
DISCUSSION. ..ttt ettt sr bbbttt e bt be e
Acknowledgements. ......coueiiiiiii e

R T ICES . . et ettt et e e aee e e e e ee et et e e e e e ee e reaeaeseeeeeeeaeees

CHAPITRE III
PARASPORIN-2 FROM A NEW BACILLUS THURINGIENSIS
4R2 STRAIN INDUCES CASPASES ACTIVATION AND APOPTOSIS

IN HUMAN CANCER CELLS ....cccccocettteecssssnerscsssssencsssssssasssssssenssssssssssssssasssssssssasss
3.1 CoNtribBULION dES QAULEULS ..eeeeeeeeee et et e e et e e e e e e eae e reeaeeeeeneenens
3.2 Résumé de 'article (frangais).........cccueecereiieiireiie e

3.3 Article complet (anglais) : Parasporin-2 from a New Bacillus thuringiensis
4R2 Strain Induces Caspases Activation and Apoptosis in Human Cancer
IS ettt ettt et eares

ADSEIACE ...ttt e e e et s r e ean e
INtrOAUCHION. ..t e
Materials and Methods........ccceevieiiieieniiiiiiece e
Bacterial strain and culture media ..........oocoeoveiiieeiieieiii e
Cells and culture cONditions.........cecceeieerireirereniene e
Total DNA 1S0lation........coieieriinieciec e
PCR amplifiCation.......ccceoeiiieie ettt



DNA SEQUENCING .....couviriiriiiirieieiie ettt st ebe e
Preparation of activated parasporal proteins.........cccecceveverenienceieninnns
ASSaY Of CYLOtOXICILY .vveeveeieerieeiierisieece ettt se e seae e
Light microscopy ObSEervation ............cccecueeceesresiesieseeie e
Antibodies and reagents........occevecieienereniieee e
WEStern BIOt ... ...eoieiieiiiee e
Mesurement of Annexin V/PI Cells ......ooooevirieiiniiniieieeeeeee,
CaSPASE 3-7 ASSAY .ververererirrireierieiert et seee e s st b sttt

Statistical ANAIYSES .....ccveirieieiieriiniiriniieiei e e

Characterization of B. thuringiensis 4R2 cytotoxic crystal protein........
Cytotoxicity of PS2Aal in cancer and normal cellS.........ccocevvriennnanens
Morphological changes in cancer cells induced by PS2Aal ..................
PS2Aal induces cell death by apoptotic mechanisms.............cccoeceenee.

Regulation of different survival and death pathways in response to
PS2AQAL ..

Inhibition of MAPK and Pi3K survival pathways in combination
With PS2AaT .o

IS CUSSION . ..cciiitiiiiectieiee e et e ee ettt e e eeebar e e s esateeeesesbneseeaasnraeaeeessseeeeenseeesennnneaans
ACKNOWIEAZEMENLS.......ccuieiiiiieiiciiecee et e e ne e e e

R T EIICES. . oottt a et res v ararannnaranmnnnnnee

CHAPITRE IV
POST-TRANSLATIONAL REGULATION OF THE CLEAVED
FRAGMENT OF PAR-4 IN OVARIAN AND ENDOMETRIAL CANCER

CELLS......coiiiitiinininninnnsencssissssssscsssssssssssssssssssssessssssssssessssssssassssssssssssesssssssesssssssssssssaas
4.1  Contribution des QULEULS .........ociiiieiiieteeii ettt
4.2 Résumé de larticle (frangaiS).......ccoocerierieriennienieneneesenen e
4.3 Article complet (anglais): Post-translational regulation of the cleaved
fragment of Par-4 in ovarian and endometrial cancer cells .........c.coceeriieinnnen.
W\ o132 £ 1) SO U OSSP OO RSP SUP

D O U IO .ttt e et e e e e e e e s e e e e e ettt et e e e e eet et et ae e e e aees e e e aaenanseeeeeenenens

X1



X1l

Materials and methods ............ccooiviiiiininiciree e 150
Cell CUITUTE.....c.ciiiiiiiiete ettt et aa e sa e 150
Lentiviral transfection..........ccieeeeiereeiiiesieceeeesieee et 150
Antibodies and rEagents..........cecvecererieeeeeree et 151
WESLEIN BIOt.....eieiciiiieiercee e 151
Subcellular fractionation..........ccecevieerieieiieieeere e 152
StatistiCal ANALIYSES ..oc.vvieiiiieiciiie ettt 152
RESUIES ..ottt ettt eraens 152
Par-4 is cleaved only in chemosensitive ovarian and endometrial
cancer cells during cisplatin treatment...........c.occoovvereieriiiiiecieecececee, 152
Cleaved-Par-4 is stabilized by post-translational mechanisms upon
CISPlatin treatmMEnt .........ccciviiiieeeie et sre e ae et nere e 155
Cleaved-Par-4 subcellular localization in ovarian and endometrial
cancer Cell lINES.......ooiiiiiii e 157
Cleaved-Par-4 protein level is decreased by the proteasome ................. 158
PI3K and MAPK pathways are involved in the regulation of cleaved-
Par-4 J@VEIS ....coieii et 163
Integrating the signaling pathways responsible for cleaved Par-4
TEZUIALION L.ttt a et r e st e sa e teeraerens 168
DIISCUSSION .. .ettitiertiett ittt et st et e e st e e b et estesbeenseesbesbeenaeensenses 170
ACKNOWIEAZEMENLS. ... ooiiiiiiiieiiie ettt et e te b e eareeas 174
RELEIEINCES. ... ettt 175
CHAPITRE V
DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION......ccccvnninscscnissnscsissasssessans 184
5.1 Essais cliniques de thérapies ciblées contre les cancers gynécologiques........... 184
5.1.1 Essais cliniques ciblant mTOR ..........cccooeniiniiiiiiiiiceceee, 185
5.1.2 Essais cliniques ciblant PI3K/AKT ......ccccoveiiiiininiiiiecienecenecceenee 189
5.1.3 Essais cliniques ciblant la voie de signalisation des estrogénes.............. 195
5.1.4 Recherches précliniques ciblant Par-4............ccccooiiinciiiiicne, 199
5.2 Limitations de la thérapie ciblée...........ccovviiiiiiiiiieiiiiiee e 203
5.2.1 Le VP-128, la parasporine-2 et Par-4 ...........ccccooeeniriiniicnncniieceeenee 208



5.3 Perspectives et futures expérimentations des divers projets.........ccececvveereevenens 215
5.3.1 L’hybride estradiol-platine, le VP-128 .........c.c.ccoroveiirieininieceeienienne 215
5.3.2 La toxine bactérienne cancer-sélective, la parasporine-2Aal................. 217
5.3.3 Le suppresseur de tumeur cancer-sélectif, Par-4 ............cccocoeiiiiinnnnn. 220
5.4 Conclusion GENETAE.........ccevieueeieiiriiete et erese et e b te st be e ese et eneenes 223
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES..........commmsssssssssanssssmsassosssssenssssssssos 225
ANNEXEA ] .
TABLEAU RESUME DES ESSAIS CLINIQUES DE THERAPIES
CIBLEES POUR LES CANCERS GYNECOLOGIQUES. .........cuuveinricrsnsnnn 260
ANNEXE B

CHEMORESISTANCE AND TARGETED THERAPIES IN OVARIAN
AND ENDOMETRIAL CANCERS ......ccccvvininnsunncsnssnssnssnssnssassassasssssasssssssesasssssass 263



Figure

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.11
1.12
1.13
1.14

1.15

1.16
1.17
1.18

1.19

LISTE DES FIGURES

Probabilité d’étre atteint d’un cancer au cours de sa vie selon le sexe..........

Statistiques canadiennes du pourcentage de décés annuel, toutes causes
CONFONAUES ... e e e

Distribution actuelle et projetée de nouveaux cas de cancer, selon le sexe
et "Age AU Canada ... .ccoii it eee e neene

Comparaison des rapports de survie relative a cing ans (%) selon les types
de cancer et la période (2006-2008 et 1992-1994) .........cocveeveeeevrieieereeennn

Schéma des différents tissus de I’appareil reproducteur féminin ..................
Statistiques du cancer ovarien aux Etats-UniS...........cocovreevvevereveererenenenn.
Statistiques du cancer de 'endométre aux Etats-Unis .........coccovveeverreerennns.
Hypothése du « 2-coups » de Knudson............cecoeeieiienienenieesiecieneenceee
Schéma du développement d’un cancer et ses différents stades....................
Les dix caractéristiques d’un CanCer..........c.covveeeeeevveerreseeeereeeneeeseeesseeneanes
Mécanismes d’actions de divers composés chimiothérapeutiques................
Altérations de la voie de survie PI3K dans les cancers gynécologiques .......
Voies de survie PI3K/AKT et MAPK et ses inhibiteurs associ€s .................
Altérations de la protéine PTEN dans tous les types de cancers ...................

Schéma récapitulatif de la voie PI3K/AKT en lien avec XIAP, PTEN

Concept général des mécanismes d’action de I’estrogene............ccceeeeueene.
Voies intrinséque et extrinseque de 1’apoptose..........cooeeericreriecccneeccncnnenn

Schéma simplifié représentant le mécanisme de 1’autophagie cellulaire.......



1.20

1.21

1.22

1.23

1.24

1.25

1.26

1.27

1.28

1.29

1.30

1.31

1.32

1.33

5.1

52
53
5.4
5.5

5.6

Représentation schématisée de la thérapie ciblée .............ccccoevurriiniiricrennn..e.

Pourcentage de cancers féminins désignés comme étant hormone-
EPENAANTS.......ooiiiiiiiiieieec et

Concept classique de l'estrogéne et surexpression de ses récepteurs dans
les cancers fEMININS .......ccovviieieniiieieiee st

Schématique des diverses utilisations de la bactérie pour la thérapie
ANEICANCETEUSE ...ttt ettt reseese s e sr et et saesbesesaeeseebesse e enesnenesnsanas

Classement selon la toxicité des protéines Cry provenant de différentes
SOUCHES DACIEIIENNES ....uvveeuiieiiieiieiie ettt et e e seaeeaee s

Association, sé€lectivité et oligomérisation de la parasporine-2.....................
Altérations de la protéine Par-4 dans tous les types de cancers.....................
Structure de 1a protéine Par-4 .............cooooiiiiieiiin e

Schéma résumant divers mécanismes d’induction de 1’apoptose par
1a Protéine Par-4...........ccoiiiiviiiiiii e

Production d’un fragment clivé de Par-4 suite a un stimulus apoptotique
dans les cellules cancereuses ...........ccoovvieiiiecieiienee e

Propriété pro-apoptotique conservée du fragment clivé de Par-4..................
Structure moléculaire du VP-128........ccoiiiiiiiiiiiiiciceteeeecee

Différentes photos représentant la production de parasporines
DACIEIIEINES. ....cvee ittt e s e s

Schéma récapitulatif du clivage de Par-4 et sa structure associée..................

Schéma  récapitulatif des essais cliniques ciblant: mTOR,
PI3K/AKT/MAPK et la voie de signalisation des estrogénes ..........c............

Schéma récapitulatif des recherches précliniques ciblant Par-4.....................
Implication de ’estrogéne dans la régulation de Par-4............c..cconiieenne.
Schéma simplifié de I’utilisation de la technologie CRISPR ..................... e
Absence de clivage additionnel de PARP en présence de cl-Par-4 ...............

Absence de régulation post-traductionnelle dans la lignée normale
de Pendomeétre HIESC ..........oouiiiiiiiieeeeeeee et s

XV



5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

XVi

Par-4 est impliqué dans les mécanismes de la transition épithéliale-

MESENCRYMALE .......coiiiiiiiiitiieiiietieee e b sn e 214
Données préliminaires de la pharmacocinétique du VP-128......................... 216
Schéma du systéme du double hybride (Yeast two-hybrid system).............. 218
Schéma du systéme « phage diSplay »......cocvceeviniiiiiieiiineecece e 219

Principe d’induction de I’expression d’un géne d’intérét par le systeme
d’activation Tet-ON .........ccooiiiiiriici e e 222



Tableau

1.1

1.2

1.3

1.4

5.1

LISTE DES TABLEAUX

Page
Classification des stades de la Figo pour le cancer de I’ovaire...................... 12
Classification des stades de la Figo pour le cancer de I’endometre............... 13

Etudes ayant démontré I’effet des isoformes d’AKT sur la résistance a
la chimiothérapie des cancers de 1’ovaire et de 'utérus ...........c.coeceerieneene 23

Cytotoxicité des parasporines dans diverses lignées cellulaires humaines
CaNCETEUSES OU NOIMALES .. ..viueieiiiiiierie ettt 49

Abréviations et explications des termes utilisés pour I’analyse d’études
CLIDIQUES ..ttt ettt ste et et e e be e st e s ke e eneenae e eneesenesaneenee 185



AKT

ARNm
ASK1
AVO
BCL-xL
BCL-2
Bid
BRCA
Br4R2
Casp
CBR
Cl.

CR

CRISPR

Cyt
DISC
E,
EGFR

EMT

LISTE DES ABREVIATIONS, SIGLES ET ACRONYMES

Acide désoxyribonucléique
Apoptosis-inducing factor

Protéine kinase B

Acide ribonucléique

ARN messager

Apoptosis signal-regulating kinase 1
Organites acides vésiculaires

B-cell lymphoma-extra large

B-cell lymphoma 2

BH3 interacting-domain death agonist
Geénes/protéines «breast cancer»
Bacillus Thuringiensis 4R2

Caspase

Taux de bénéfice clinique (CR+PR+SD)
Clivé

Réponse compléte

Courtes répétitions palindromiques groupées et réguliérement espacées
Crystal

Cytolytique

Complexe de signalisation et d’induction de la mort
17B-estradiol

Epidermal growth factor receptor

Transition épithéliale-mésenchymateuse



ErbB2

ERBF-1

ERCC1

ERE

ERF-1

ERK1/2

Fbxo45

FITC

FOXO3a

GAPDH

GnRH

GPI

GPR30

GRP78

hCG

IGF-1

LC3B
MAPK
MEK1/2
MKP3
mTOR
mTORC
NER

NF-xB

Human epidermal growth factor receptor 2
Estrogen receptor promoter B factor 1
Excision repair cross-complementation-1
Elément de réponse aux estrogénes
Estrogen receptor factor 1

Extracellular signal-regulated kinases %
F-box protein 45

Fluorescein isothiocyanate

Forkhead box O3
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires
Glycosylphosphatidylinositol

G protein-coupled receptor 30
Glucose-regulated protein-78
Gonadotrophine chorionique humaine
Insulin-like growth factor-1

JUN N-terminal kinase

Light Chain 3-B

Mitogen-activated protein kinase
Mitogen-activated protein kinase kinases Y2
MAP kinase phosphatase 3

Mammalian target of rapamycin
Mammalian target of rapamycin complex
Réparation par excision de nucléotide

Nuclear factor-kappa B

Xix



PARP
PAWR
PBS
PDK1
PFS

PI
PI-PLC
PIP2
PIP3
PI3K
PIK3CA
PIK3R1
PKA
PKC
PMSF
PgR
PR
PS2Aal
PTEN

p33

Séquence de localisation nucléaire

Taux de réponse objectif (CR+PR)

Phosphorylé

Protéine prostate apoptosis response-4
Poly(ADP-ribose) polymerase

Gene prostate apoptosis response-4

Tampon phosphate salin
Phosphoinositide-dependent kinase-1

Survie sans progression

Propidium iodide

Phospholipase C Phosphatidylinositol-specifique
Phosphatidylinositol (4, 5)-biphosphate
Phosphatidylinositol (3, 4, 5)-triphosphate
Phosphatidylinositol 3-kinase
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit alpha
Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 1
Protéine kinase A

Protéine kinase C

Phenylmethylsulfonyl fluoride

Récepteur a la progestérone

Réponse partielle (au moins 30 % de réduction de la tumeur)
Parasporine 2Aal

Phosphatase and tensin homolog

Tumor suppressor p53

Rapidly accelerated fibrosarcoma



RISC
ER
SAC
SAPK

SD

SERM

SGK
shRNA
siRNA

TMA

TGF-B

TRAIL

RNA-induced silencing complex

Récepteur a I’estrogéne

Selective for apoptosis induction in cancer cells
Stress-activated protein kinase

Maladie stable (entre 30 % de réduction et 25 % d’augmentation de la
tumeur)

Modulateurs sélectifs des récepteurs a I’estrogéne (Selective estrogen
receptor modulators)

Serum/glucocorticoid regulated kinase

Short hairpin RNA

Small interfering RNA

Micropuces tissulaires

Tumor necrosis factor-o

Transforming growth factor-§

TNF-related apoptosis-inducing ligand

X-linked inhibitor of apoptosis protein

Xeroderma pigmentosum group F-complementing protein

Xeroderma pigmentosum group G-complementing protein



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Le cancer

Le cancer est une maladie génétique se développant habituellement tardivement au
cours du vécu. Environ deux personnes sur cinq seront atteintes d’un cancer au cours de
leur vie et cette maladie est responsable du plus haut taux de décés (30 %) annuellement

au Canada (Figure 1.1et Figure 1.2).

STTITTIT
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Analyse : Divtsion d L surveiilance et de I'épidémiciogie. CPMC, Agence de & santd publique du Canada
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(1 sur 2,2)

Figure 1.1  Probabilité¢ d’étre atteint d’un cancer au cours de sa vie selon le sexe.
(Tirée de Statistique Canada et de la société canadienne du cancer.)
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Figure 1.2  Statistiques canadiennes du pourcentage de déces annuel, toutes causes
confondues. (Tirée de Statistique Canada.)

En matiére de population, approximativement 200 000 Canadiens regoivent un
diagnostic de cancer chaque année. Puisque le cancer est une maladie associée a 1’4ge,
il est estimé que ce nombre de nouveaux cas grimpera de 79 % d’ici 2028-2032 en
raison de la population vieillissante du Canada principalement (Figure 1.3) (Canadian

Cancer Society’s Advisory Committee on Cancer Statistics 2015).
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Figure 1.3  Distribution actuelle et projetée de nouveaux cas de cancer, selon le sexe
et I’Age au Canada. (Tirée de Statistique Canada.)

Malgré ces impressionnantes statistiques, plus de 63 % des gens qui auront un
cancer seront diagnostiqués au bon moment et pourront survivre sur une période de plus
de cing ans. Malgré une amélioration du taux de survie moyen dans les derniéres années,
celui-ci peut grandement différer selon le type de cancer (Figure 1.4) (Canadian Cancer
Society’s Advisory Committee on Cancer Statistics 2015). En effet, certains types de
cancer sont plus difficiles a diagnostiquer ou sont trés agressifs a des stades avancés,

diminuant considérablement les chances de survie du patient.
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Figure 1.4  Comparaison des rapports de survie relative a cinq ans (%) selon les types
de cancer et la période (2006-2008 et 1992-1994). (Tirée de Statistique

Canada.)

Considérant que la solution pour combattre le cancer est encore loin d’étre
optimale et que le nombre d’incidents est en constante augmentation, il faut prévoir de

nouvelles stratégies de prévention, de diagnostics et de traitements contre cette

importante maladie génétique.
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1.1.1 Les cancers gynécologiques

Les cancers gynécologiques sont des pathologies se formant dans les organes
reproducteurs féminins, soit principalement l'utérus (le col et le corps) et les ovaires

ainsi que plus rarement, la vulve et le vagin (Figure 1.5).

Appareil reproducteur féminin

trompes de Fallope

ovaire utérus
col de
l'utérus | 1t * vagin

Figure 1.5  Schéma des différents tissus de 1’appareil reproducteur féminin. (Tirée de
WWW.cancer.ca)

Dans l'ensemble, ces cancers représentent approximativement 10 % des déces et
des nouveaux cas de cancer chez les femmes chaque année en Amérique du Nord et en
Europe (Ferlay et al. 2013; American Cancer Society 2015; Canadian Cancer Society’s
Advisory Committee on Cancer Statistics 2015; Siegel, Naishadham, and Jemal 2013;
Casciato and Territo 2009; Howlader et al. 2016). Dans le cadre de cette thése, les

cancers de I’ovaire et du corps de I’utérus seront principalement abordés.

Le cancer ovarien est difficile a diagnostiquer en raison de la quasi-absence de
symptdmes au cours des premiéres étapes de son développement. Plus de 90 % des
tumeurs ovariennes se développent au niveau de 1’épithélium tandis que les autres se
développent plutot au niveau des cellules stromales ou des cellules germinales. Parmi les
cancers ovariens provenant de 1’épithélium, plusieurs sous-types ont été désignés.
En grande majorité (approximativement 60 %), les cancers épithéliaux sont de sous-type

séreux de haut grade, lesquels sembleraient plutot provenir des trompes de Fallope que



de I’ovaire lui-méme selon les derniéres recherches (Auersperg 2011; McCluggage
2011). Le sous-type séreux de haut grade est présent tardivement chez les patientes,
diagnostiqué a des stades avancés et répond habituellement bien aux traitements initiaux
de chimiothérapie. Les autres sous-types de cancers ovariens épithéliaux (séreux de bas
grade, mucineux, endométrioide et cellules claires) sont plutét présents a un plus jeune
age chez les patientes, donc diagnostiqués a des stades précoces, plus rares, ont une
morphologie différente et leurs réponses initiales aux traitements de chimiothérapie

varient selon le sous-type (Anglesio ef al. 2013; McCluggage 2011).

Plus de 75 % des cas de cancer ovarien sont détectés a un stade avancé, le cancer
ovarien a un taux élevé de mortalité et il est le cancer gynécologique avec le plus faible
taux de survie sur cinq ans (46 %) (Figure 1.6) (Ferlay et al. 2013; American Cancer
Society 2015; Canadian Cancer Society’s Advisory Committee on Cancer Statistics
2015; Lengyel; Siegel, Naishadham, and Jemal 2013; Casciato and Territo 2009;
Howlader et al. 2016). Considérant que le cancer de 1’ovaire épithélial de sous-type
séreux est le plus fréquent et habituellement diagnostiqué tardivement, il sera
principalement abordé dans le cadre de cette thése. Un fait important & considérer au
sujet du cancer ovarien et de son faible taux de survie est la faible efficacité des
traitements actuels aprés seulement quelques cycles d'administration avec un risque de
récidive estimé & 80-85 % (Foley and Del Carmen 2013; Siegel, Naishadham, and Jemal
2013; McCluggage 2011).
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Figure 1.6  Statistiques du cancer ovarien aux Etats-Unis.
(A) Nombre de nouveaux cas et de morts par 100 000 femmes depuis
1975 jusqu’a 2013. (B) Taux de survie sur 5 ans depuis 1975 jusqu’a
2008. (C) Taux de survie sur 5 ans selon le stade du cancer. (Adaptée
selon seer.cancer.gov)

Le cancer du corps de I’utérus est le cancer gynécologique le plus fréquent et il est
souvent diagnostiqué tot, ce qui conduit & de meilleurs résultats pour la patiente (Ferlay
et al. 2013; American Cancer Society 2015; Canadian Cancer Society’s Advisory
Committee on Cancer Statistics 2015; Siegel, Naishadham, and Jemal 2013; Smith et al.
2001; Casciato and Territo 2009). Malgré ces données positives, le taux d’incidence du
cancer du corps de l'utérus continue d’augmenter et, en association, son taux de
mortalité est lui aussi en hausse (augmentation de 2,8 % entre 2005 et 2010) (Canadian
Cancer Society’s Advisory Committee on Cancer Statistics 2015). La plupart des
cancers qui se développent dans le corps de I'utérus commencent au niveau de
I’endomeétre et sont des adénocarcinomes (> 95 %) (Casciato and Territo 2009).
Considérant ce fait, le cancer de I’endométre sera le sous-type de cancer du corps de
l'utérus principalement abordé dans le cadre de cette these. Bien que le pronostic du
cancer de ’endométre soit bon, plus de 25 % des patientes sont diagnostiquées & un
stade avancé (stade>1) avec une tumeur primaire invasive subséquemment
accompagnée de métastases (Plataniotis, Castiglione, and Group 2010). Un obstacle
considérable pour ces patientes diagnostiquées avec un cancer avancé/récurrent, méme si
elles sont traitées avec des thérapies agressives, est que le taux de survie est trés faible

(<20 %) (Figure 1.7) (Casciato and Territo 2009).
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Figure 1.7  Statistiques du cancer de I'endométre aux Etats-Unis.
(A) Nombre de nouveaux cas et de morts par 100 000 femmes depuis
1975 jusqu’a 2013. (B) Taux de survie sur 5 ans depuis 1975 jusqu’a
2008. (C) Taux de survie sur 5 ans selon le stade du cancer. (Adaptée
selon seer.cancer.gov)

1.1.2 La progression tumorale

Avec les importantes statistiques relevées précédemment, il est possible de
comprendre que plus le cancer se développe, plus il est difficile de le traiter. Mais avant
tout, étudions comment le cancer apparait en nous, plus particulierement au niveau des
organes gynécologiques. Tous les cancers débutent dans une cellule de notre corps.
Plusieurs processus contrdlent 1’état de prolifération de nos cellules dans divers tissus,
ce qui permet d’avoir un équilibre de croissance et de conserver le nombre de cellules
nécessaire a chaque tissu. Au cours de notre vie, nous serons exposés a divers facteurs
de risque pouvant causer des altérations a nos cellules et la perte de cet équilibre, soit
|’étape constituant I’initiation du futur développement d’une tumeur. Les facteurs de
risque chez les femmes pouvant étre responsables de cette premicre altération et causant
donc les cancers gynécologiques sont nombreux. Pour le cancer ovarien, le facteur de
risque le plus fréquent est la présence d’antécédents familiaux, soit la transmission
d’altérations héréditaires des la naissance (American Cancer Society 2016b; Casciato
and Territo 2009). Les génes BRCA1 et BRCA2, impliqués dans la réparation de
cassures d’ADN double brin par la recombinaison homologue, sont connus pour avoir
un impact sur I’incidence des cancers de ’ovaire et du sein (Miki ef al. 1994; Brose

et al. 2002; Petrucelli, Daly, and Feldman 2013; Pal er al. 2005; King et al. 2003).



Fait intéressant, BRCA1 et BRCA2 sont majoritairement mutés dans le sous-type séreux
de haut»grade du cancer de I’ovaire (Anglesio et al. 2013). L’environnement joue
aussi un réle important pour le développement des altérations sporadiques. En effet,
la cigarette (agent cancérigéne), 1’obésité (augmentation du taux d’hormone), les
traitements hormonaux (principalement [’utilisation d’estrogéne seule aprés la
ménopause pouvant causer le cancer de ’endométre), ’absence de grossesse (cycles
menstruels) et le diabéte sont tous des facteurs de risque associés aux cancers
gynécologiques (Casciato and Territo 2009; American Cancer Society 2016a, 2016b;
Rebbeck et al. 2005; Weiderpass et al. 1999). Le virus du papillome humain (VPH) est
aussi un facteur de risque pour le cancer du col de I’utérus (Casciato and Territo 2009).
Le systéme de division de la cellule peut aussi faire des erreurs sans les réparer, ce qui

constitue un autre facteur de risque important (Clancy 2008).

Ces altérations génétiques peuvent avoir lieu au niveau de proto-oncogénes, génes
responsables de la croissance des cellules, ou de suppresseurs de tumeur, génes
responsables de freiner la croissance des cellules (Lodish et al. 2000)'. Normalement,
lors d’altérations génétiques, la cellule possede des mécanismes de contrdle permettant
soit de corriger les erreurs ou d’éliminer la cellule altérée en question. Malgré tout, il
arrive parfois que 1’altération ne soit pas corrigée et que la cellule survive et fonctionne
normalement grice a ses diverses voies de régulations alternatives (Clancy 2008).
La cellule se multipliera normalement, mais sera plus susceptible de devenir cancéreuse

en raison de sa précédente altération.

Au fil du temps, de nouvelles altérations s’ajouteront a cette cellule précédemment
altérée, menant donc a sa promotion et mutant des geénes critiques pour le
développement tumoral. Cette promotion est causée par des agents qui normalement ne
causent pas a eux seuls le cancer, mais plutét promeuvent le développement d’une

cellule ayant déja subi cette initiation. Alfred G.Knudson a proposé en 1971 I’hypothése

' Les diverses altérations génétiques jouant un rdle dans le développement des cancers de I’ovaire et de
I’endometre sont discutées plus en détail dans la sous-section 1.2.
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du « 2-coups », hypothése suggérant que ’ADN d’une cellule devait étre endommagé
plus d’une fois avant de se développer en cancer (Knudson 1971). Ce chercheur a amené
I’hypothése que certains génes pouvaient empécher le développement de cancer, génes
ayjourd’hui nommés suppresseurs de tumeurs. Il a découvert ce type de génes en
comparant des cas de rétinoblastomes associés & 1’hérédité versus des cas sans
antécédents. Par les statistiques, les enfants avec des cas de rétinoblastomes héréditaires
développaient le cancer plus rapidement que ceux n’ayant aucun antécédent familial.
Cela mena a I’hypothése que les cas héréditaires transmettaient un alléle muté a
la naissance et que le deuxiéme était muté par ’environnement au cours du vécu
pour permettre de développer le cancer. Les cas sans antécédents familiaux de
rétinoblastomes, eux, nécessitaient deux mutations de 1’environnement retardant le
développement de cancer, le tout menant a la théorie du « 2-coups » de Knudson, théorie

associée a I’initiation et la promotion des cancers (Figure 1.8) (Knudson 2001, 1971).
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Figure 1.8  Hypothése du « 2-coups » de Knudson. (Tirée de Knudson 2001.)

Suivant la promotion du cancer, lorsque la cellule perdra son état d’équilibre apres
plusieurs altérations, une croissance agressive aura lieu dans son tissu d’origine et aucun

signal ne ’arrétera, menant donc a la formation d’une masse tumorale non contrdlée.
g a,
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Puisque ses mécanismes de controle sont défectueux, elle continuera d’acquérir des
mutations, de se dédifférencier et éventuellement d’acquérir des capacités invasives
permettant de circuler dans les systémes sanguin et lymphatique. Cette invasion des
systémes permet la création de petites tumeurs, nommées métastases, a divers endroits
chez la patiente, caractéristiques d’un stade tumoral avancé (Figure 1.9) (American

Cancer Society 2016¢; Hanahan and Weinberg 2000).

Développement d’un cancer

Cancer invasif

Cellule Cancer in situ
genétiquement
altérée

Hyperplasie

Vaisseau
Sanguin

Figure 1.9  Schéma du développement d’un cancer et ses différents stades.

Une cellule regoit une premiére mutation; I’hyperplasie est une
prolifération anormale du tissu augmentant sa taille d’origine; la dysplasie
correspond a des modifications cellulaires devenant anormales,
caractéristiques des premiéres étapes de développement d’un cancer;
le cancer in situ correspond a une forte augmentation de la taille de la
tumeur, cependant la tumeur n’a pas franchi la lame basale; le cancer
devient invasif lorsque la membrane basale est rompue et la tumeur est
désignée comme ¢€tant maligne. Une fois la circulation sanguine et
lymphatique atteinte, le cancer devient métastatique. (Adaptée de
science.education.nih.gov)

Ces diverses étapes du développement d’un cancer sont représentatives des divers
stades cliniques des cancers gynécologiques (Tableau 1.1 et Tableau 1.2). Plus le stade
est avancé, plus la tumeur quitte son tissu d’origine, se propage et se dédifférencie en

raison du haut taux d’altérations.
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Tableau 1.1

Classification des stades de la Figo pour le cancer de I’ovaire

(Simplifié et adapté du site www.cancer.ca)

Stade de la FIGO Explication
Stade IA La tumeur est limitée a un seul ovaire. La capsule de I’ovaire est intacte.
Stade IB Les tumeurs sont limitées aux deux ovaires. La capsule de |’ovaire est
intacte.
La tumeur est limitée a un seul ou aux deux ovaires. Elle peut avoir
Stade IC traversé la capsule ovarienne ou s’étre propagée a la surface de I’ovaire.
tade
On peut observer des cellules cancéreuses dans I’ascite ou les lavages
péritonéaux.
Stade 1A La tumeur s’est propagée a I’utérus ou aux trompes de Fallope.
Stade IIB La tumeur s’est propagée a d’autres organes du bassin (comme la vessie
ou le rectum).
La tumeur s’est propagée a tout autre organe du bassin.
Stade IIC . .
Il'y a des cellules cancéreuses dans I’ascite ou les lavages péritonéaux.
On observe de tres petites métastases (microscopiques) sur le péritoine,
Stade IIIA . . o
hors du bassin (métastases péritonéales).
Stade IIIB Les métastases péritonéales hors du bassin mesurent 2 cm ou moins.
Les métastases péritonéales hors du bassin mesurent plus de 2 cm.
Le cancer peut s’étre propagé aux ganglions lymphatiques régionaux.
Stade ITIC Le cancer s’est propagé aux ganglions lymphatiques régionaux.
propag gang ymphatiq g
Nota : Si le cancer s’est propagé a la capsule externe du foie, on parle
alors du stade III.
Le cancer s’est propagé a des organes éloignés (en excluant les
métastases péritonéales, qui sont de stade III).
Stade IV

Nota : Si le cancer s’est propagé aux tissus du foie, ou bien si on observe
des cellules du cancer de I’ovaire dans I’épanchement pleural, on parle
alors du stade [V.
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Tableau 1.2

Classification des stades de la Figo pour le cancer de I’endométre.
(Simplifi¢ et adapté du site www.cancer.ca)

Stade de la FIGO Explication

La tumeur est confinée seulement au corps de ’utérus ou aux glandes

Stade I endocervicales (elles forment le revétement interne du col de 1’utérus).

La tumeur se trouve seulement dans I’endométre (revétement de
Stade TA I'utérus) ou elle envahit moins de la moitié du myométre (couche
musculaire de ’utérus) en profondeur.

Stade 1B La tumeur envahit plus de la moitié du myomeétre en profondeur.

La tumeur envahit le col de I'utérus, mais ne s’étend pas au-dela de
Stade II v

’utérus.
Stade 111 La tumeur s’est propagée localement ou régionalement ou bien les deux.

La tumeur envahit le périmétrium (enveloppe séreuse de 1’utérus),
Stade IIIA les annexes (structures voisines, dont les trompes de Fallope, les
ligaments et les ovaires) ou bien les deux.

La tumeur envahit le vagin, le tissu conjonctif entourant I’utérus ou bien

Stade IIIB
les deux.
Le cancer s’est propagé aux ganglions lymphatiques a I'intérieur du
Stade IIC . . ; . .
bassin ou qui entourent ’aorte (ganglions para-aortiques).
Stade I1IC1 Le cancer s’est propagé aux ganglions lymphatiques du bassin.
Stade TIIC?2 L(i cancer s ?st propagé aux gangll_ons para-aortiques et peut ou non
s’étre propagé aux ganglions du bassin.
Le cancer s’est propagé a la muqueuse de la vessie ou de I’intestin ou
Stade IV . )y s
bien jusqu’a des emplacements éloignés.
Stade IVA Le cancer s’est propagé a la muqueuse de la vessie ou de I’intestin.
Stade IVB Le cancer s’est propagé jusqu’a des emplacements éloignés, dont

les ganglions lymphatiques de I’abdomen ou de I’aine.

Comme précédemment introduit, plus un cancer a un développement avancé, plus
celui-ci est difficile a traiter de fagon définitive, et ce, particuliérement pour les cancers
gynécologiques. Ceci est dii a plusieurs facteurs incluant, entre autres, ses multiples
localisations (métastases), un nombre trés élevé de mutations variables entre chaque
patient et ’acquisition d’une hétérogénéité de cellules dans une méme tumeur répondant

différemment aux divers traitements administrés. Ces différentes capacités acquises lors
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du développement du cancer et permettant la croissance tumorale ont été séparées en
dix groupes distincts selon le chercheur Weinberg en 2011 dans un article qui a été cité
plus de 16 000 fois jusqu’a aujourd’hui (Figure 1.10) (Hanahan and Weinberg 2011,
2000). En dernier ressort, ce sont plusieurs de ces caractéristiques et problémes qui font
que les thérapies actuelles ne sont pas aussi efficaces que nous le désirons, et que le

cancer est toujours, aujourd’hui en 2016, la premiére cause de mortalité au Canada.

Autosuffisance Evasion
en signalisation des suppresseurs
de prolifération de croissance

Evitement de
sa destruction
par le
systéme immunitaire

Déregulation
de I'énergie
cellulaire

Résistance & _ deﬁmfﬂ;’i‘té
la mort cellulaire v, ) <€ e
. B0 réplicative
Instabilité Inflammation
du génome
. tumorale
et mutation
Induction de Activation
I'angiogeénése de l'invasion

et métastasie

Figure 1.10 Les dix caractéristiques d’un cancer. (Adaptée de Weinberg 2011.)

1.1.3 Thérapies anticancéreuses actuelles

Au cours des dernieres décennies, le développement de traitements pour les
cancers gynécologiques n’a pas beaucoup progressé comparé a de nombreux autres
types de cancer; le taux de survie et de guérison des patientes n’est guere plus positif
(Figure 1.6 et Figure 1.7) (Patch et al. 2015; Casciato and Territo 2009; Howlader et al.
2016; Bast, Hennessy, and Mills 2009). En effet, comme tout type de cancer, la chirurgie

reste la premiére ressource pour retirer la tumeur. Afin d’éliminer les cellules
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cancéreuses restantes, en raison du stade de la tumeur ou simplement comme précaution
suivant la chirurgie, divers traitements sont administrés a la patiente tels que la

radiothérapie, la thérapie hormonale ou la chimiothérapie.

1.1.3.1 Chirurgie

Dans un premier temps, la chirurgie est appliquée afin d’éliminer la majeure partie
de la tumeur localisée dans 1’organe correspondant. En ce qui conceme les cancers
avancés, la masse tumorale restante suivant la chirurgie initiale est un bon pronostic
pour la survie & venir de la patiente (moins de 2 cm restants augmente le taux de survie).
Le cas échéant, d’autres traitements doivent étre administrés afin d’éliminer
complétement la tumeur restante et ses métastases distantes en fonction du stade du
cancer (Agarwal and Kaye 2003; Casciato and Territo 2009; American Cancer Society
2016a, 2016b).

1.1.3.2 Radiothérapie

Un des procédés d’élimination des cellules cancéreuses restantes est la
radiothérapie, un procédé pouvant étre utilisé pour les deux types de cancers
gynécologiques. La radiothérapie consiste a exposer la surface du tissu contenant la
tumeur a un faisceau de rayonnement ou de particules de radiation, détruisant ainsi les
cellules cancéreuses par des dommages a I’ADN. Comme pour la chirurgie, la
radiothérapie est utilisée principalement pour le traitement & un emplacement précis de
la tumeur, normalement sa source d’émergence. La radiothérapie est souvent
administrée en combinaison avec d’autres traitements, y compris la chirurgie, la thérapie
hormonale et la chimiothérapie. Il convient de noter que la radiothérapie est rarement
utilisée comme premiére option de traitement pour le cancer de 1’ovaire, compte tenu de
son diagnostic tardif fréquent, et est plutét utilisée comme une option pour les cas
récurrents, les patientes ayant un risque élevé de mortalité chirurgicale ou celles qui ne
peuvent pas tolérer de composés chimiothérapeutiques. Dans le cas du cancer de

I’endométre, la radiation est plus fréquemment utilisée étant donné le diagnostic précoce
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de la tumeur, cependant, elle n’est pas fréquemment utilisée pour les stades avancés de
la progression tumorale (Casciato and Territo 2009; American Cancer Society 2016a,
2016b).

1.1.3.3 Thérapie anti-hormonale

Parmi les cancers gynécologiques, une vaste majorité exprime les récepteurs a
’estrogéne (principalement le récepteur a ’estrogéne a; ERa) et le récepteur a la
progestérone (PgR). Les cancers ayant besoin de ces hormones pour leur croissance
peuvent ainsi étre classés comme étant hormone-dépendants. Etant donné que les
cancers gynécologiques expriment ces récepteurs d’hormones et utilisent aussi ces
derniers pour leur croissance tumorale, cibler les hormones et leurs récepteurs afin
d’inhiber leurs actions est une option considérable pour 1’élimination de la progression
agressive du cancer. A noter que ’hormonothérapie est utilisée principalement pour
traiter les cancers du sein et que ses effets sont bien connus pour ce type de tissu, mais
qu’elle est également prescrite pour les cancers gynécologiques malgré la variabilité de
leurs taux de réponse (Sjoquist et al. 2011; Garrett and Quinn 2008). Comme c’est
habituellement le cas pour le cancer du sein lors des derniers stades de développement,
les cancers gynécologiques peuvent aussi acquérir des mutations/inactivations menant
parfois a la perte de I’expression des récepteurs d’hormones ou tout simplement & une
non-réponse des signaux hormonaux. Ces changements aménent donc les cancers a
devenir hormone-indépendants et rendent la thérapie hormonale inefficace (Kreizman-
Shefer et al. 2014, Issa et al. 2008; Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004; Pujol et al. 1998;
Sjoquist et al. 2011). Les différents traitements actuellement administrés pour la thérapie
anti-hormonale se composent de progestatifs de synthése, d’antagonistes des récepteurs
de D’estrogéne (tels que le tamoxiféne), d’agonistes de 1’hormone de libération des
gonadotrophines hypophysaires (GnRH) et d’inhibiteurs de ’aromatase (American
Cancer Society 2016a, 2016b; Casciato and Territo 2009). En bref, les progestatifs
sont utilisés pour le traitement du cancer de I’endométre et agissent comme de la
progestérone synthétique, permettant d’inhiber la croissance dirigée par I’estrogeéne dans

les tissus tumoraux (Kim and Chapman-Davis 2010; Song and Fraser 1995). Le taux de
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réponse des patientes atteintes d’un cancer de I’endomeétre traitées avec des progestatifs
est situé entre 20-40 % et celles qui répondent au traitement voient leur espérance de
survie doubler (Casciato and Territo 2009). Le tamoxiféne est un antagoniste non
stéroidien des récepteurs de I’estrogéne utilisé pour inhiber I’action des estrogénes en
circulation. Le taux de réponse au tamoxiféne est relativement faible lorsqu’utilisé pour
le cancer ovarien, soit un taux de 10 a 20 %, ne faisant pas du tamoxiféne un traitement
de premier choix (Garrett and Quinn 2008; Sjoquist et al. 2011; Perez-Gracia and
Carrasco 2002). Il est aussi important de noter que le tamoxiféne agit plutét comme un
agoniste au niveau de |’utérus, jouant un réle d’agent tumorigénique, et n’est donc
pas recommandé pour le traitement du cancer de ’endométre (Fisher et al 1994).
Le raloxiféne est un autre antagoniste non stéroidien des récepteurs de I’estrogéne utilisé
pour le cancer du sein. Contrairement au tamoxiféne, celui-ci n’a pas un effet agoniste
sur 'utérus et, conséquemment, n’augmente pas les risques de cancer de I’endometre
(Muchmore 2000). Les agonistes de la GnRH sont utilisés pour réduire la production
d’estrogéne provenant des ovaires; ils sont efficaces chez les patientes préménopausées.
L’utilisation d’agonistes de la GnRH empéche ainsi la stimulation des récepteurs a
I’estrogéne et la croissance des tumeurs (Emons and Schally 1994). Finalement, les
inhibiteurs de 1’aromatase sont également utilisés pour bloquer I’enzyme responsable de
la production d’estrogéne. Considérant que ces inhibiteurs peuvent agir sur la production
d’estrogéne provenant a la fois des ovaires mais aussi d’une source extérieure (tissus
gras en majorité), ils sont plutdt efficaces chez les femmes post-ménopausées.
Malgré I’effet recherché, les inhibiteurs de 1’aromatase ont démontré une réponse plutét
modérée au niveau des cancers gynécologiques. Dans le cadre du cancer du sein, les
inhibiteurs de I’aromatase ont cependant un taux de succés amélioré comparativement au
tamoxiféne (Garrett and Quinn 2008; Sjoquist et al. 2011). Le taux de succés des
traitements hormonaux pour les cancers gynécologiques doit étre étudié plus en détail
considérant que de nombreux facteurs (statut des récepteurs, tissu, stade du cancer, statut
de la résistance aux traitements, ’hétérogénéité des patients ainsi que la combinaison de
traitements) peuvent influer sur I’efficacité de ce type de traitement, ce qui n’a pas
toujours été considéré lorsque utilisé lors d’études antérieures (Garrett and Quinn 2008;

Sjoquist et al. 2011).
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1.1.3.4 Chimiothérapie

Enfin, la méthode la plus fréquemment utilisée pour éliminer les cellules
cancéreuses gynécologiques restantes, répandues a plusieurs endroits chez la patiente
(métastases), est' la chimiothérapie. Le principe de cette méthode est d’utiliser des
médicaments anticancéreux ciblant généralement les cellules en division rapide,
une caractéristique commune des cellules cancéreuses. Les différents médicaments
chimiothérapeutiques utilisés pour le traitement des cancers gynécologiques se
composent principalement de composés a base de platine (cisplatine ou carboplatine), de
taxanes (paclitaxel ou docétaxel) et de la doxorubicine (Lalwani et al. 2011; Plataniotis,
Castiglione, and Group 2010; Casciato and Territo 2009). Le mécanisme des composés
de platine consiste a endommager ’ADN par la formation d’adduits ADN-platine
menant a I’inhibition de la réplication de I’ADN des cellules et par la suite conduisant a

la mort cellulaire programmée par apoptose (Figure 1.11A) (Wang and Lippard 2005).

A x_

T

Cisplatine

Microtubules
polymaérisés on
place, causant la
mort calluleira

Figure 1.11 Mécanismes d’actions de divers composés chimiothérapeutiques.
(A) Mécanisme du cisplatine. (Adaptée de Wang & Lippard 2005.)
(B) Mécanisme des taxanes. (Adaptée de la revue Forbes 2001.)

Le mécanisme des taxanes est différent et cible quant a lui la polymérisation des
microtubules, ce qui inhibe la mitose cellulaire induisant ainsi 1’apoptose (Figure 1.11B)

(Orr et al. 2003; Jordan and Wilson 2004). La doxorubicine est un composé de la famille
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des anthracyclines qui s’intercale & I’ADN, inhibe la topoisomérase II et génére des
radicaux libres conduisant & la mort cellulaire (Thorn er al. 2011). Ces agents sont
principalement utilisés en combinaison et les combos platine-paclitaxel et platine-
doxorubicine ont été¢ désignés comme traitement de premiere ligne pour les cancers
gynécologiques (Casciato and Territo 2009; Plataniotis, Castiglione, and Group 2010;
A Boere and EL van der Burg 2012). Le taux de succés de ces combinaisons est tres
bon, soit d’environ 70 % pour le cancer de |’ovaire et de 45 % pour le cancer de
I’endométre (A Boere and EL van der Burg 2012; Casciato and Territo 2009).
Une importante problématique, fréquente dans les cancers gynécologiques, est que
la plupart des patientes rechutent et la tumeur qui revient est désormais résistante
aux composés chimiothérapeutiques, conduisant a un faible taux de survie et
conséquemment un faible taux de succeés pour les traitements subséquents (Yap, Carden,
and Kaye 2009; Moxley and McMeekin 2010). Il est aussi intéressant de noter que tous
les traitements de chimiothérapie actuels ne sont pas sélectifs envers les cellules
cancéreuses menant a de nombreux effets secondaires trés dommageables
(néphrotoxicité, neurotoxicité et hématotoxicité) chez la patiente, limitant donc
’utilisation des médicaments et comment ils sont administrés (Chirino and Pedraza-

Chaverri 2009; Screnci and McKeage 1999; Khynriam and Prasad 2001).

Dans I’ensemble, la chimiothérapie est utilisée comme traitement additionnel
lorsque les cancers atteignent un stade avancé et est tres efficace. Les raisons expliquant
le faible taux de survie des cancers gynécologiques diagnostiqués tardivement/récurrents
sont principalement la résistance a la chimiothérapie acquise par les cellules cancéreuses
et la non-sélectivité des traitements actuels. En raison de I’inefficacité¢ des régimes
chimiothérapeutiques actuels, plus de recherche et d’efforts pour améliorer les

traitements sont nécessaires afin surmonter cette provocante menace.

1.2 Le développement du cancer et de ses mécanismes de chimiorésistance

Le cancer se développe via des altérations de genes clés dans le contrdle de

I’équilibre entre la survie cellulaire et la mort par apoptose. Ces altérations ont lieu
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avant, pendant et aprés les traitements, incluant la chimiothérapie, menant a
d’éventuelles populations de cellules cancéreuses qui ont survécu aux traitements et

ayant acquis la caractéristique de chimiorésistance.

La chimiorésistance est vraisemblablement responsable d’un haut taux d’échec des
traitements administrés et conséquemment du haut taux de mortalité associé pour plus de
90 % des patientes atteintes de cancer de stades avancés avec métastases (Agarwal and
Kaye 2003). Cet obstacle majeur, ayant un impact sur I’espérance de survie des
patientes, peut tre acquis via diverses modifications génétiques menant, entre autres, a
I’augmentation de I’efficacité des pompes a efflux, permettant de rejeter plus aisément
les médicaments, et d’une diminution de la vitesse de division cellulaire, limitant I’effet
des composés chimiothérapeutiques ciblant 1’arrét de la division mitotique. Au niveau
moléculaire, des génes peuvent étre modifiés afin d’influencer I’efficacité des protéines
de réparation a I’ADN, d’augmenter 1’activité de diverses voies de survie cellulaire tout

en diminuant celle de suppresseurs de tumeurs.

1.2.1 Voie de survie cellulaire PI3K/AKT

La voie de survie cellulaire PI3K/AKT est une cascade de signalisation majeure
qui est fréquemment mutée/suractivée a différents niveaux dans les cancers de 1’ovaire
et de I’endométre (Cheung et al. 2011; Urick et al. 2011; Rudd et al. 2011; Campbell
et al. 2004; Bast, Hennessy, and Mills 2009; Oda et al. 2005). Via I’utilisation de la base
de données publique TCGA (The Cancer Genome Atlas), il est possible d’observer que
les principaux composants de la voie PI3K/AKT sont, en effet, fortement altérés dans les
cancers gynécologiques (> 40 % dans les ovaires; > 90 % dans 1’utérus) (Figure 1.12)

(Cerami et al. 2012; Fabi and Asselin 2014).
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Altérations de la voie de survie PI3K
(PIK3CA;PIK3R1;PTEN;AKT1;AKT2;AKT3)
dans les cancers gynécologiques (6 études)
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Figure 1.12 Altérations de la voie de survie PI3K dans les cancers gynécologiques.
Altérations des genes PIK3CA, PIK3R1, PTEN, AKT1, AKT2 et AKT3
provenant de six études avec des patientes atteintes de cancers
gynécologiques. (Tirée de TCGA via cbioportal.org)

Alteration Frequency

Ces altérations de la voie PI3K sont impliquées dans la tumorigenése des tumeurs
gynécologiques, mais jouent également un réle pour leur profil de chimiorésistance.
PI3K est une kinase située sur la membrane cellulaire, stimulée par les hormones de
croissance et responsable de la phosphorylation de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), des phospholipides
jouant le role de substrats nécessaires a 1’activation de protéines en aval. En effet, une
fois phosphorylé, PIP3 peut activer des cibles en aval de la voie PI3K telles que les
kinases AKT et PDK1, kinases jouant un réle dans la synthese protéique et la croissance
cellulaire (Figure 1.13). PI3K et ses sous-unités (principalement la sousfunité p110-a;
le géne PIK3CA) sont connus pour étre trés fréquemment mutés (expression accrue;
amplification) et responsables de 1’augmentation de la chimiorésistance de cancers de

I’ovaire (Lee et al. 2005; Mitsuuchi et al. 2000; Astanehe et al. 2008).
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Figure 1.13 Voies de survie PI3K/AKT et MAPK et ses inhibiteurs associés.
Les éléments en rouge sont des activateurs/inhibiteurs des voies PI3K et
MAPK. La wortmannin est un inhibiteur de PI3K, le U0126 et PD98059
sont des inhibiteurs de MEK %2, le NVP-BEZ235 est un inhibiteur double
de PI3K et mTORCI et I’insuline est une hormone protéique permettant
I’activation de PI3K sur son récepteur. (Adaptée de Weigelt et al. 2014.)

En aval de PI3K, I’expression des isoformes de la kinase AKT (AKT1-2-3) a été
rapportée d’augmenter également la chimiorésistance contre les composés a base de
platine, les taxanes et la doxorubicine dans les cancers de 1’ovaire et de I’endometre
(Tableau 1.3) (Gagnon et al. 2004; Gagnon et al. 2008; Girouard et al. 2013; Fraser
etal. 2003; Asselin, Mills, and Tsang 2001; Yang et al. 2006; Abedini et al. 2010;
Kim, Juhnn, and Song 2007; Peng et al. 2010; Yuan et al. 2003; Yang et al. 2008).

Ces isoformes d’AKT sont souvent surexprimés en raison des mutations en amont
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(particulicrement PI3K et PTEN) rendant constitutive Iactivité de la voie de
signalisation PI3K/AKT. Il a été démontré que seuls les isoformes d’AKT1 et AKT2

sont responsables de 1’acquisition de la résistance contre le cisplatine et le paclitaxel,

tandis que les trois isoformes d’AKT augmentent la résistance & la doxorubicine dans

des cellules du cancer de ’endometre (Tableau 1.3) (Girouard ef al. 2013). En ce qui

concerne le cancer de I’ovaire, il a été démontré que 1’expression de I’isoforme d’AKT2

augmente la résistance au cisplatine (Tableau 1.3) (Yuan ef al. 2003; Fraser et al. 2003;
Yang et al. 2006; Abedini et al. 2008; Yang ef al. 2008).

Tableau 1.3

Etudes ayant démontré I’effet des isoformes d’AKT sur la résistance 4 la chimiothérapie

des cancers de 1’ovaire et de [’utérus

Tissu Cellules Résistances | Isoformes Notes Référence
d'AKT
Utérus |KLE Cisplatine 2et3 Gagnon 2004
Utérus |HeLa Doxorubicine |2 et3 Gagnon 2008
Utérus |Hela Taxol 1,2et3 Gagnon 2008
Utérus | KLE et Hec-1a | Cisplatine let2 Girouard 2013
Utérus |KLE Taxol let2 Girouard 2013
Utérus | KLE Doxorubicine 1,2 et3 Girouard 2013
Ovaire | A2780 Cisplatine 2 Fraser 2003
Ovaire | A2780/CP Cisplatine 2 Yuan 2003
Ovaire |A2780 Cisplatine 2 Yang 2006
Ovaire |C13* Cisplatine let2 Yang 2006
Ovaire | A2780 et C13* | Cisplatine 2 Yang 2008
Ovaire | A2780 et Cisplatine let2 Abedini 2010
0OVv2008
Ovaire |HEY, OCCl, |Cisplatine * *Utilisation Abedini 2010
OVCA433 et d'adénovirus
OVCAR-3 dominant-négatif
d'AKT, non-isoforme
spécifique. p53
dépendant.
Ovaire |SKOV-3 et Taxol * *Utilisation d'un Kim 2007
PA-1 inhibiteur de PI3K
seulement,
Wormannin.
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Tissu Cellules Résistances Isoformes Notes Référence
d'AKT

Ovaire |SKOV-3 Cisplatine * *Utilisation d'un Peng 2010
inhibiteur de PI3K,
1.Y294002.
Utilisation d'un
siRNA inhibant les
3 isoformes.

Ovaire | A2780 Cisplatine * *Utilisation d'un Asselin 2001
inhibiteur de PI3K,
LY?294002.

La protéine mTOR (mammalian target of rapamycin) est impliquée par ses
complexes mTORC1/2 dans divers mécanismes. Ces deux complexes s’associent avec
des protéines différentes, régulant ainsi différents substrats. Le complexe mTORCI1 est
le complexe jouant un réle dans I’autophagie, la synthése protéique, la croissance et
les mécanismes de survie cellulaire. Le complexe mTORC2 est plutdt associé a la
régulation du cytosquelette, mais permet aussi la phosphorylation sur la sérine
473 ’AKT. 11 est important de noter qu’AKT, protéine impliquée dans Ila
chimiorésistance, permet d’activer le complexe mTORC1 (Figure 1.13) (Ma and Blenis
2009).

PTEN est une protéine phosphatase et suppresseuse de tumeur agissant
négativement sur la voie de survie cellulaire PI3K/AKT par sa capacité a
déphosphoryler PIP3 en PIP2, contrdlant ainsi I’activité des cibles en aval de PI3K
(Figure 1.13). Un fait trés intéressant concernant la protéine PTEN est son pourcentage
élevé d’altérations observées dans les cancers de [’endomeétre (> 65 %) qui est
impressionnant, lorsque comparé a d’autres types de cancers (Figure 1.14) (Cerami ef al.

2012).




25

Altérations de la protéine PTEN-

o Tous les types de cancers (126 études)
i I Il Mutation Il peletion B Ampiification 1] Multiple alterations {—-men’ne cancer study
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Figure 1.14 Altérations de la protéine PTEN dans tous les types de cancers.
Altérations du géne de PTEN provenant de 126 études avec des patients
atteints de tous types de cancers. Les fléches rouges représentent les
études effectuées pour le cancer de 1'utérus. Les études ayant obtenu
moins de 10 % d’altérations ont étés retirées pour simplifier la figure.
(Tirée de TCGA via cbioportal.org)

Des observations ont été faites concernant cette protéine, PTEN, et le statut de
chimiorésistance des cancers gynécologiques. En effet, la régulation négative/inactivité
de PTEN (fréquemment mutée dans 1’endométre) conduit & une augmentation de la
résistance contre les composés de platine dans les cancers gynécologiques (Lee et al
2005; Yan et al. 2006; Tashiro et al. 1997; Oda et al. 2005; Wu et al. 2008; Singh et al.
2013; Ying et al. 2015). La protéine XIAP, une protéine inhibitrice de 1’apoptose, est
impliquée dans la voie PI3K/AKT pour protéger les cellules en agissant comme
promotrice de I’activité d’AKT. Cette régulation se fait par 1’intermédiaire de
’interaction de XIAP, agissant comme ubiquitine ligase E3 avec PTEN, régulant ainsi
négativement le niveau de la protéine PTEN et sa localisation cytosolique/nucléaire
(Figure 1.15) (Van Themsche, Leblanc et al. 2009; Asselin, Mills, and Tsang 2001;
Asselin, Wang, and Tsang 2001). Considérant son rdle anti-apoptotique et son
implication avec la voie PI3K/AKT, il a été démontré que XIAP est impliqué dans la

chimiorésistance contre le cisplatine (endometre et ovaire), les taxanes (ovaire) et la



26

doxorubicine (endomeétre) pour les deux types de cancers étudiés (Gagnon et al. 2008;
Cheng et al. 2002; Asselin, Mills, and Tsang 2001; Dan et al. 2004; Mansouri, Zhang,
et al. 2003; Ma, Chen, and Xin 2009; Sasaki et al. 2000; Li et al. 2000). p53 est un autre
suppresseur de tumeur bien connu jouant le role de « gardien du généme » et impliqué
dans le développement de la résistance observée en lien avec la voie PI3K/AKT dans les
cancers gynécologiques (Figure 1.15). En effet, il a été démontré dans le cancer de
’ovaire que p53 pouvait diminuer le niveau d’expression de la sous-unité pl110-a de la
protéine PI3K. Ils ont ensuite démontré que cette diminution de la sous-unité¢ de PI3K
menait a la diminution du niveau d’expression de la forme phosphorylée d’AKT.
Cette diminution observée avec pS53 se produit en se liant sur I’'un des promoteurs du
géne PIK3CA (gene de la sous-unité pl10-a) inhibant ainsi sa transcription (Astanehe
et al. 2008). AKT peut aussi, a I’inverse, inhiber I’activation de p53 et conséquemment
son action p53-dépendante de I’apoptose au niveau de la mitochondrie (Abedini ef al.
2010; Yang et al. 2006; Fraser, Bai, and Tsang 2008). La protéine p53 de type sauvage
est impliquée dans la chimiorésistance attribuée a PI3K/AKT et XIAP dans le cancer de
I’ovaire et sa présence semble étre nécessaire pour lutter contre la chimiorésistance afin
que I’utilisation d’inhibiteurs de la voie PI3K soit effectif (Fraser et al. 2003; Yang et al.
2006; Abedini et al. 2010; Fraser, Bai, and Tsang 2008; Li et al. 2000).

@U@ D
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—,— Réparation de ’ADN, arrét de la
@ ------------ » croissance cellulaire, apoptose,
stimulation du systéeme
immunitaire

Figure 1.15 Schéma récapitulatif de la voie PI3K/AKT en lien avec XIAP, PTEN
et p53. (Adaptée de Brasseur et al. 2016.)
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1.2.2 Voie de survie cellulaire MAPK

Une autre voie de survie a considérer dans les cancers gynécologiques est la voie
de survie cellulaire des MAPK. La voie des MAPK consiste en des cascades de
protéines kinase pouvant étre activées par divers stimuli, comprenant, entre autres, des
facteurs de croissance ou un stress génotoxique. Aprés leur stimulation, les MAPK
jouent un réle majeur pour la croissance cellulaire, la survie cellulaire et/ou I’apoptose.
Un aspect important de la voie MAPK est le fait qu’en amont de ces cascades se situent
les oncogenes Ras (HRas, KRas, et NRas), une famille de GTPases souvent dérégulée et
jouant un réle dans la tumorigénése de plusieurs cancers, y compris ceux provenant de
tissus gynécologiques (Figure 1.13) (Roberts and Der 2007). Les MAPK comprennent
différentes cascades de kinases, les principales étant les cascades ERKI1/ERK2,
JNK/SAPK et celle de p-38 MAPK (Figure 1.16) (Pearson et al. 2001; Roberts and Der
2007; Cowan and Storey 2003).

Stimulus: Facteur de croissance Cytokines/Stress Cytokines/Stress
h 4 Y Y
MAPKKK: Raf MEKK14, ASK, MLK MEKK, MLK, ASK 1
v v v v
MAPKK: MEK 172 MKK 4/7 MKK 3/6
v v k 4 v
MAPK ERK 172 INK1/2,3 p38
v v ’ v v
Réponse cellulaire: Prolifération Apoptose Motilité cellulaire
Développement Inflammation Apoptose
Différentiation Tumorigénése Remodelage de la chromatine
Survie cellulaire Osmorégulation

Figure 1.16 Schéma simplifié des cascades de kinases de la voie des MAPK. (Adaptée
de Cowan et Storey 2003.)

Ras active les kinases RAF (ARAF, BRAF et CRAF) qui par la suite conduisent a
la cascade des kinases ERK1/ERK2 qui est stimulée principalement par des facteurs

mitogéniques et est associée a la division cellulaire et la survie (Figure 1.13 et
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Figure 1.16). Les composés chimiothérapeutiques peuvent également stimuler et
augmenter la phosphorylation de ERK1/ERK2, leur permettant ainsi de jouer un réle
d’équilibre entre 1’apoptose et la survie cellulaire (Lu and Xu 2006; Cagnol and
Chambard 2010). Les cascades JNK et p-38 MAPK sont stimulées différemment,
soit par [’intermédiaire d’un stress génotoxique comprenant les composés
chimiothérapeutiques, et jouent un rdle dans 1’arrét de croissance cellulaire,
I’inflammation et 1’apoptose (Figure 1.16) (Lu and Xu 2006; Pearson ef al. 2001; Cowan
and Storey 2003). Dans le cancer de 1’ovaire, une diminution de I’activité des MAPK
par les cascades JNK et p-38 MAPK a été associée a des modeles de cancers résistants
au platine (Mansouri, Ridgway et al. 2003; Villedieu et al. 2006). Au contraire,
I’inhibition de la cascade ERK1/ERK2 par la protéine MKP3, habituellement associée a
la survie et a la croissance des cellules, a permis de sensibiliser des cellules cancéreuses
de I’ovaire au cisplatine (Chan et al. 2008). Les voies de survie MAPK et PI3K sont
interreliées et peuvent s’influer entre elles (Mendoza, Er, and Blenis 2011). En effet, la
chimiorésistance associée a la protéine AKT2 dans le cancer des ovaires est liée
a Dincapacité du cisplatine d’activer JNK et p-38 afin d’induire [’apoptose.
Cette inhibition est associée au fait qu’AKT2 phosphoryle la protéine ASK1 (Apoptosis
signal-regulating kinase 1) inhibant ainsi son activité kinase. L’inhibition de 1’activité
kinase d’ASK1 empéche ’activation de JNK et p-38 (Yuan et al. 2003). En ce qui
concerne le cancer de ’endométre, les MAPK et la chimiorésistance, peu a été étudié
jusqu’a présent, mais nous pouvons supposer que |’effet observé serait similaire a celui

observé dans les modeles de cancer de ’ovaire.

1.2.3 [Estrogéne et ses récepteurs

Une importante caractéristique des cancers gynécologiques est la présence élevée
d’estrogeéne et de ses récepteurs correspondants (ERa/B) comparativement a la majorité
des autres tissus favorisant ainsi la prolifération cellulaire et la tumorigenése (Pearce and
Jordan 2004; Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004; Uhlén et al. 2015). Le mod¢le classique
de P’estrogéne, premier modele de régulation qui a été découvert, est représenté par une

liaison a son récepteur permettant sa dimérisation, de se lier sur des é1éments de réponse
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aux estrogenes sur ’ADN (ERE) et ensuite d’agir comme un facteur de transcription
(Figure 1.17) (Wray and Noble 2008; Dauvois, White, and Parker 1993; Cui, Shen, and
Li 2013; Schiff et al. 2004).

Voie non-génomique

IGF-1R
e ErbB2

Voie génomique
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transcription anti-apoptotique, survie

Figure 1.17 Concept général des mécanismes d’action de ’estrogéne. (Inspirée de
Wray and Noble 2008, Dauvois, White, and Parker 1993, Cui, Shen and
Li 2013, Bjornstrom and Sjoberg 2005, Prossnitz, arterburn and Sklar
2007 et Schiff et al. 2004 et adaptée de Brasseur ef al. 2016.)

L’estrogéne peut également agir de maniére non-génomique par sa liaison aux
récepteurs a I’estrogene lorsque ceux-ci sont situés sur la membrane plasmatique, qui par
la suite interagissent avec d’autres récepteurs, tels que IGF-1R et ErbB2 (Figure 1.17)
(Bjornstrom and Sjoberg 2005; Prossnitz, Arterburn, and Sklar 2007; Cui, Shen, and Li
2013; Schiff et al. 2004). L’estrogéne peut également se lier directement sur une
protéine G couplée, le récepteur GPR30, indépendamment des récepteurs a 1’estrogéne
(Figure 1.17) (Prossnitz, Arterburn, and Sklar 2007; Cui, Shen, and Li 2013).
Ces interactions non-génomiques de I’estrogéne induisent |’activité tant pour la voie de

survie PI3K que pour la voie de survie MAPK, deux voies impliquées dans la
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chimiorésistance des cancers gynécologiques (Prossnitz, Arterburn, and Sklar 2007,
Bjornstrom and Sjoberg 2005). Il convient de noter que I’estrogéne est également
associé a des mécanismes de chimiorésistance a la fois pour les cancers de 1’endométre
et de ’ovaire (Won er al. 2012; Luvsandagva et al. 2012; Mabuchi et al. 2004).
Il a été démontré dans des cellules de cancer de I’endométre que I’estrogéne peut activer
positivement GRP78, une chaperone moléculaire majoritairement localisée dans le
réticulum endoplasmique et s’attachant aux protéines nouvellement synthétisées dans le
but de, subséquemment, aider a leurs repliements et oligomérisation. GRP78 a aussi un
réle anti-apoptotique en protégeant contre la mort cellulaire associée au stress du
réticulum endoplasmique. Cette régulation positive de GRP78 par 1’estrogéne a ainsi
empéché I’apoptose et a permis 1’acquisition d’une chimiorésistance a la fois contre le
paclitaxel et le cisplatine (Luvsandagva et al. 2012). Une autre étude a démontré que les
estrogénes peuvent apporter une chimiorésistance aux traitements de paclitaxel dans des
cellules cancéreuses de 1’ovaire par I’intermédiaire de la phosphorylation du
complexe AKT-ASK1 (Mabuchi et al. 2004). ASKI1 (Apoptosis signal-regulating
kinase 1) est une protéine pro-apoptotique membre de la famille des MAPK et qui
permet d’activer JNK et p-38 MAPK. Considérant que la thérapie hormonale est plus
fréquemment utilisée pour contrer le cancer du sein, plus de données sont disponibles
avec ce modele et démontrent aussi que des niveaux plus élevés de ERa sont corrélés
avec un statut de chimiorésistance contre le cisplatine, le paclitaxel et la doxorubicine

(Sui, Zhang, and Fan 2011).

1.2.4 Le suppresseur de tumeur Par-4

Jusqu’a présent, les voies de survie cellulaire ont été discutées en lien a la
chimiorésistance des cancers gynécologiques, cependant, les suppresseurs de tumeurs
jouent également un réle important dans ces mécanismes. Un de ces suppresseurs de
tumeur, aussi liés a la chimiorésistance, a récemment acquis un intérét dans la
communauté scientifique et est nommé prostate apoptosis response-4 (Par-4). Par-4 est
une protéine pro-apoptotique (possédant les caractéristiques pour agir comme facteur de

transcription) des plus intéressantes en raison de sa capacité unique d’induire 1’apoptose
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de maniére sélective contre les cellules cancéreuses uniquement (El-Guendy et al. 2003;
Shrestha-Bhattarai and Rangnekar 2010). En effet, ce mécanisme unique de sélectivité a
été démontré dans divers modéles incluant, entre autres, des cancers du pancréas, des
lymphomes, de la prostate, du sein et des gliomes. Une diminution du niveau
d’expression de Par-4 semblait étre impliquée dans la chimiorésistance (contre le
tamoxifene, les taxanes et les agents de platine) et les mécanismes de tumorigenése (Tan
et al. 2014; Boehrer et al. 2002; Jagtap et al. 2014; Pereira et al. 2013; Jagtap et al
2015). Comme décrit précédemment, les tissus gynécologiques sont connus pour étre
hormone-dépendants et, de maniére intéressante, il a été démontré que les estrogénes
peuvent réguler négativement Par-4 et pourraient donc étre impliquées dans des
mécanismes associés de chimiorésistance (Casolari et al. 2011). Concernant cette
chimiorésistance, une étude a démontré qu’une surexpression de Par-4 permettait
’augmentation de la réponse apoptotique au traitement de paclitaxel dans des cellules du
cancer de I’ovaire (Meynier et al. 2015). Notre laboratoire a aussi publié un article
scientifique démontrant que Par-4 possédait une forme clivée, présente seulement
lorsque la cellule est en apoptose. La méme étude a démontré que la forme clivée de
Par-4 est fortement réduite/absente dans les cancers gynécologiques chimiorésistants,
indiquant possiblement une nécessité d’étre clivée pour étre fonctionnelle (Chaudhry
et al. 2012). Malgré le fort intérét clinique de Par-4, en dehors de ces études, peu a été
expérimenté dans les cancers gynécologiques concernant son effet sur le statut de la

chimiorésistance.?

1.2.5 Mécanisme de mort cellulaire, ’apoptose

L’apoptose, la mort cellulaire programmée, est un procédé permettant
d’enclencher le « suicide » de la cellule suite a la réception de signaux. Ce mécanisme
est en constant équilibre avec celui de la prolifération cellulaire et un déréglement de cet

équilibre peut mener au développement d’un cancer (Elmore 2007).

? Par-4 sera discuté plus en détail dans la sous-sous-section 1.3.3 : Cibler le suppresseur de tumeur Par-4.
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Briévement, lorsqu’il y a de 1’apoptose, des caractéristiques morphologiques bien
distinctes sont visibles. Il s’agit principalement de condensation au niveau de la
chromatine, de fragmentation du noyau, le tout accompagné d’une réduction du volume
de la cellule (Elmore 2007). Biochimiquement, les caspases sont activées, I’ADN et les
protéines sont clivés et la membrane se modifie afin de pouvoir étre au final phagocytée.
Une de ces modifications biochimiques au niveau de la membrane, 1’exposition sur le
feuillet externe de la phosphatidylserine, permet de détecter I’apoptose précoce
efficacement via I’utilisation d’une protéine fluorescente ayant une forte affinité pour la

phosphatidylserine (Annexine V) et de la cytométrie en flux.

Concernant les mécanismes de 1’apoptose, les caspases sont centrales dans le
fonctionnement et deux voies distinctes peuvent mener a leurs activations, soit les voies
intrinséque et extrinséque (Figure 1.18). En premier lieu, il y a la voie extrinséque qui
est associée a des récepteurs membranaires de la mort cellulaire tels que TNFR, Fas ou
TRAIL-R. Lorsque leurs ligands (TNF, FasL et TRAIL respectivement) s’associent avec
leurs récepteurs, ceci résulte a la formation d’un site de liaison pour protéines
adaptatrices et & un complexe final connu comme sous le nom de « death-inducing
signalling complex » (DISC). DISC permet I’activation de la pro-caspase 8, une caspase
initiatrice qui permettra de cliver par la suite les caspases effectrices incluant, entre

autres, la caspase 3 (Wong 2011).

La voie intrinséque, comme son nom l’indique, est quant a elle activée par des
signaux internes de la cellule. Des dommages a ’ADN (incluant la chimiothérapie),
I’hypoxie, un haut taux de Ca®* ou un stress oxydatif sont des situations pouvant
permettre [’activation de la voie intrinséque de 1’apoptose. Suite aux stimuli
apoptotiques internes de la cellule, une augmentation de la perméablisation de la
membrane mitochondriale a lieu reldchant divers facteurs dans le cytoplasme incluant le
cytochrome C. A la suite de son reldchement par la mitochondrie, le cytochrome C peut
s’associer avec la protéine Apaf-1 et recruter la pro-caspase 9 et ainsi former le
complexe de 1’apoptosome. La pro-caspase 9 est une caspase initiatrice associé a la voie

intrinséque et son implication avec le complexe de 1’apoptosome permet d’activer des
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caspases effectrices incluant, comme dans la voie extrinseque, la caspase 3 (Wong

2011).

Extrinsic Pathway .

% J
TNe ©  “Death signals” FasL

B Lo

Y 2 Tt W eretenanaseseananananer
JU00G003 & 000000 Da000de00aLaALaLaIL

Intrinsic
TRADD FADD Mitochondrial
l Pathway

-

Genetic damage
. Hypoxia
High cytosolic [Ca?*]
Caspase 8 . Q Pro-caspase 8
. ®e ® © Cytochromec
. Procaspase3 @@ - @ smac
Caspase 3 . o9

-
Activation of
caspase 3 or ":

caspase 9

Figure 1.18 Voies intrinséque et extrinséque de 1’apoptose. (Adaptée de Wong 2011.)

Une fois les caspases effectrices activées, un clivage de plusieurs molécules a lieu
menant a divers phénoménes se terminant par la destruction de la cellule qui sera au

final phagocyté (Wong 2011).
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Il existe aussi un mécanisme induisant 1’apoptose indépendemment des caspases.
Un de ces mécanismes est associé & la protéine AIF (Apoptosis inducing factor), une
protéine pouvant déclencher la condensation de la chromatine et la fragmentation de
I’ADN afin d’induire 1’apoptose sans avoir besoin des caspases. AIF est une protéine
localisée au niveau de la mitochondrie qui lorsque relachée, enclenche le processus de

I’apoptose (Daugas et al. 2000).

Plusieurs traitements de chimiothérapies induisent et dépendent de la mort
programmeée par apoptose (Kaufmann and Eammshaw 2000). Le déréglement des
mécanismes associés a 1’équilibre entre 1’apoptose et la survie cellulaire (surexpression
de voies de survies/diminution de suppresseurs de tumeur) peut conséquemment amener
a de la chimiorésistance, une problématique fréquente dans les cancers de stades avancés
ou la chimiothérapie est importante et nécessaire (Kaufmann and Earnshaw 2000;
Elmore 2007).

1.2.6 Meécanisme de récupération et de mort cellulaire, I’autophagie

L’autophagie est un procédé qui joue normalement un réle basal de dégradation de
protéines, mais aussi de recyclage de divers composants cellulaires afin de conserver un
métabolisme adéquat pour la survie suite a diverses situations de stress, entre autres
la privation de nutriments (Codogno and Meijer 2005). L’autophagie peut également
se produire lors de traitements chimiothérapeutiques tels que I’administration de
composés de platine ou de tamoxifene (Kim et al. 2006; Qadir et al 2008).
Morphologiquement, 1’autophagie est caractérisée par la présence de vacuoles dans
le cytoplasme et par [’élargissement du Golgi et du réticulum endoplasmique.
Son mécanisme consiste a la formation d’une membrane (1’autophagosome) autour
d’organelles et de protéines endommagées, suivie d’une fusion avec le lysosome,
conduisant a la dégradation de ces éléments pour un éventuel recyclage (Figure 1.19)
(Guo et al. 2012). Plusieurs protéines sont impliquées dans la formation de la membrane
de I’autophagosome, incluant entre autres les protéines Beclin-1 et Light-Chain 3-B

(LC3B) servant de marqueurs protéiques des stades précoces de [’autophagie.
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Concerant LC3B, celle-ci convertit sa forme LC3B-I en LC3B-II par lipidation, soit par
une liaison covalente de la LC3 a de la phosphatidylethanolamine, lui permettant ainsi

de s’associer a la membrane de I’autophagosome (Figure 1.19) (Oh et al. 2008).
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Figure 1.19 Schéma simplifié représentant le mécanisme de 1’autophagie cellulaire.
(Adaptée de www.nexcelom.com)

Dans le cadre de maladies comme le cancer, I’autophagie peut jouer un réle
a la fois de survie, mais aussi de mort cellulaire (Codogno and Meijer 2005).
Ces différents rdles distincts de 1’autophagie peuvent avoir un impact sur
la chimiorésistance des cellules cancéreuses. En effet, 1’autophagie induite par
des médicaments chimiothérapeutiques est souvent considérée comme étant
chimioprotectrice. En accord avec cette idée, I’inhibition de 1’autophagie dans plusieurs
types de cellules cancéreuses, incluant le cancer de ’ovaire, améliore |’efficacité
du cisplatine pour induire la mort cellulaire par apoptose, démontrant son role
chimioprotecteur (Guo et al. 2012; Abedin et al. 2006; Xu et al. 2012; Zhang et al.
2011; Bao ef al. 2015; Bao et al. 2014; Ying et al. 2015; Wang and Wu 2014). Un fait
intéressant a noter est que le mécanisme de I’autophagie est régulé par plusieurs voies de

survie cellulaire incluant PI3K/AKT, MAPK et mTOR précédemment mentionnées de
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jouer un réle dans la chimiorésistance (Codogno and Meijer 2005). Une étude a
démontré, en utilisant des cellules du cancer de I’ovaire, que la résistance au platine était
promue par I’activation d’ERK, protéine de la voie des MAPK. En utilisant soit des
inhibiteurs de I’autophagie, des inhibiteurs de la voie des MAPK ou simplement en
diminuant I’expression de ERK via des siRNA, une sensibilité accrue a été acquise face
au cisplatine démontrant I’effet chimioprotecteur de I’autophagie dans le contexte de la
chimiothérapie (Wang and Wu 2014). Considérant que les voies de survie cellulaire de
PI3K/AKT, et conséquemment mTOR, sont fréquemment altérées dans les cancers
gynécologiques (Figure 1.12), cela pourrait avoir un impact sur le mécanisme de
I’autophagie et conséquemment la chimiorésistance. Une étude a découvert une
corrélation significative entre les protéines PTEN et Beclin-1 sur des tissus de cancers
ovariens provenant de 40 patientes séparées en groupes selon leur chimiosensibilité.
Un niveau faible de PTEN et de Beclin-1 a révélé étre associé avec une forte résistance a
la chimiothérapie. Les auteurs présument que PTEN et Beclin-1 pourraient jouer un role
complémentaire dans la chimiorésistance observée et les modifications associées au
niveau de 1’autophagie (Ying et al. 2015). Considérant le fait que le mécanisme de
I’autophagie est présent dans les cellules cancéreuses traitées, il est important de
considérer ce mécanisme de survie suite a des traitements thérapeutiques afin de pouvoir

obtenir une efficacité de traitement optimale.

1.3 La thérapie ciblée

La thérapie ciblée est une nouvelle approche dont la recherche et le développement
sont treés actifs dans le domaine biomédical. Le principe de la thérapie ciblée est de tirer
avantage des modifications uniques acquises chez les cellules cancéreuses malignes
(récepteurs, protéines, mécanismes). Ces modifications recherchées sont des cibles
moléculaires d’intéréts et ont habituellement un réle dans la croissance tumorale et la
progression du cancer. Afin d’utiliser cés cibles moléculaires a profit, des composés ou
petites molécules sont développés afin d’interagir avec celles-ci, permettant d’arréter la
croissance et la propagation du cancer, et ce de fagon ciblée et sélective en limitant

I’interaction avec les cellules saines de la patiente.
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Figure 1.20 Représentation schématisée de la thérapie ciblée. (Adaptée de
http://speakingofresearch.com)

Une cible moléculaire optimale pour la thérapie ciblée serait une cible
présente/active seulement chez les cellules cancéreuses et absente chez les cellules
saines permettant une activité du composé exclusivement au niveau des tumeurs.
Une cible moléculaire acceptable serait une cible fortement présente/active dans la
cellule cancéreuse, mais exprimée faiblement dans les cellules saines, limitant ainsi

I’interaction du composé ailleurs qu’au niveau de la tumeur (Figure 1.20).

Les différences entre la chimiothérapie actuelle et la thérapie ciblée se situent au
niveau de la sélectivité du traitement. En effet, dans la majorité des cas, la
chimiothérapie agit sur les cellules a division rapide, peu importe si la cellule est
cancéreuse ou saine. Dans le cas de la thérapie ciblée, elle sélectionne les cellules
exprimant la cible moléculaire, fortement exprimée dans les cellules cancéreuses.
Ces cibles sont délibérément choisies en fonction de la recherche scientifique qui a
permis le développement des composés associés. La présence de ces cibles est parfois
prémesurée avant 1’administration de composés spécifiques dans le but d’optimiser
’efficacité du traitement. La chimiothérapie est habituellement cytotoxique, tuant les
cellules interagissant avec le traitement tandis que la thérapie ciblée peut avoir divers

effets tels qu’étre cytostatique, empéchant simplement la croissance des tumeurs.

L’effet recherché avec cette médecine personnalisée est une sélectivité envers les
cellules cancéreuses permettant d’augmenter ’efficacité des traitements, diminuer les

effets secondaires et contrer la chimiorésistance.
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1.3.1 Cibler les voies de signalisation reliées a I’estrogéne

Une des premieres cibles de thérapie ciblée étudiées dans le domaine de
I’oncologie, et toujours d’actualité aujourd’hui, est I’estrogéne et ses récepteurs.

Les raisons pourquoi cette cible est des plus intéressantes sont multiples.

En premier lieu, une forte proportion des ER est localisée dans les tissus féminins
soit le sein, ’ovaire et I’utérus (Uhlén et al. 2015; Diel 2002). Considérant ce fait, cibler
ces récepteurs permet de prioriser et limiter I’interaction principalement avec les tissus
d’intérét, soit dans le cadre de nos recherches, au niveau des organes gynécologiques.
Concernant les cancers gynécologiques, le ERa est exprimé dans 40-60 % des cancers
de I'ovaire et plus de 80 % des cancers de 1’endométre; ces cancers sont désignés
comme €tant hormone-dépendants (Figure 1.21) (Pujol et al. 1998; Pearce and Jordan
2004; Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004; Bender, Buekers, and Leslie 2011; Chon, Hu,
and Kavanagh 2006).

Cancer du sein

Hormono-dépendants

Cancer de l'ovaire Cancer de |'utérus

Figure 1.21 Pourcentage de cancers féminins désignés comme étant hormone-
dépendants. (Inspirée de Pujol et al 1998; Pearce and Jordan 2004;
Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004; Bender, Buekers, and Leslie 2011 et
Chon, Hu, and Kavanagh 2006.)

Ensuite, dans plusieurs de ces cas, le ERo est fortement surexprimé
comparativement aux tissus normaux (Pearce and Jordan 2004; Pujol ef al. 1998; Cunat,
Hoffmann, and Pujol 2004; Bender, Buekers, and Leslie 2011). Dans les cancers du sein,
la surexpression est due en partie a I’amplification de son géne (ESR1) tel qu’observé
dans plus de 20 % des cas (Holst et al. 2007). Le méme groupe a effectué le méme type

d’expérimentation, mais a cependant déterminé que la situation était différente pour le
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cancer de |’ovaire ou seulement 2,1 % des cas de surexpression étaient dus a
I’amplification d’ESR1 (Issa et al. 2009). Concernant la régulation du géne ESRI,
deux promoteurs (promoteur A et promoteur B) sont connus pour réguler le niveau
d’expression de ERa par I’utilisation de facteurs de transcription (ERF-1 et ERBF-1)
(Piva et al. 1993; Pinzone et al. 2004). 1l a été démontré que I’activité du promoteur B
était associée au fort niveau d’expression d’ERa observé dans les cancers du sein via son
facteur de transcription ERBF-1 (Hayashi et al. 1997; Hayashi et al. 2003; Tanimoto
et al. 1999). D’autres mécanismes pourraient expliquer le fort niveau d’expression
d’ERa tel que des modifications de la stabilit¢é de son ARNm par des miARN
(miR-206), 1a stabilité¢ de la protéine ou une régulation altérée de son géne par d’autres
facteurs de transcriptions encore inconnus a ce jour (Adams, Furneaux, and White 2007,
Fowler and Alarid 2007). Les causes associées a la surexpression du récepteur a
I’estrogéne o sont encore mal caractérisées, plus particuliérement pour les cancers
gynécologiques, et une attention devrait y étre accordée pour mieux prédire le pronostic

de la patiente suite a des thérapies hormonales.

Puisque I’estrogéne posséde des caractéristiques tumorigénes, la surexpression des
récepteurs permet une croissance avantageuse et agressive des tumeurs (Pearce and
Jordan 2004; Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004; Diel 2002; Colditz 1993). D’un point de
vue thérapeutique ciblé, les cancers gynécologiques exprimant en abondance ce
récepteur sont des plus intéressants puisqu’ils pourraient permettre une sélectivité du
composé en raison de la forte quantité de la cible (ER) chez les cellules cancéreuses

versus les cellules saines (Figure 1.22).
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Figure 1.22 Concept classique de l'estrogéne et surexpression de ses récepteurs dans
les cancers féminins. (Inspirée de Wray and Noble 2008; Dauvois, White,
and Parker 1993; Pearce and Jordan 2004; Pujol et al 1998; Cunat,
Hoffmann, and Pujol 2004 et Bender, Buekers, and Leslie 2011.)

Telle qu’introduite, la thérapie hormonale est déja utilisée pour les cancers
féminins. Dans le cas du cancer du sein, plus d’études ont été faites concernant ce tissu
permettant une meilleure compréhension des mécanismes associés et des traitements des
plus efficaces. Il faut cependant noter que malgré tout, environ 30 % des cancers du sein
sont résistants a la thérapie hormonale (Osborne and Schiff 2011; Chilebowski 2014;
Haldosén, Zhao, and Dahlman-Wright 2014). Dans le cas des cancers gynécologiques, la
situation est différente ou la mécanistique des modulateurs sélectifs des récepteurs a
’estrogéne (SERMs) peut agir différemment selon le tissu (agoniste/antagoniste) et dont
I’efficacité générale est encore limitée. En effet, selon le tissu, les SERMs peuvent
interagir de fagon sélective; soit en raison du ratio et de la présence des différents
isoformes du récepteur (o ou B) ou de I’interaction du complexe ligand-récepteur avec
différents cofacteurs selon le ligand donnant droit & la régulation de différents éléments
de réponse a I’estrogéne au niveau de I’ADN (Diel 2002; Pearce and Jordan 2004).
Simplement a penser au tamoxiféne, un composé anti-estrogénique qui posséde une
activité antagoniste au niveau du sein, mais au contraire agoniste dans 1’utérus (Diel
2002; Jordan and Morrow 1994; Fisher et al. 1994). Cela est aussi observable par le taux
de réponse du tamoxiféne, minime pour le cancer ovarien, mais hautement efficace pour
les cancers du sein (Garrett and Quinn 2008; Sjoquist et al. 2011; Perez-Gracia and

Carrasco 2002; Robert 1997).
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Malgré que le ERa soit le récepteur le plus connu et étudié, un autre récepteur,
ERp, est aussi disponible et a son rdle & jouer dans la régulation des cellules en lien avec
’estrogene et les composés ciblant cette voie. Le ERP a été découvert plus tard (1996),
et semble, contrairement au ERa, jouer un rdle plutdt protecteur et anti-prolifératif.
Supportant I’idée du rdle anti-prolifératif de ERp, il est fréquemment observé que son
niveau d’expression diminue en fonction de I’avancement de la progression tumorale,
soutenant 1’idée d’un réle opposé a celui du ERoa, récepteur qui au contraire est
fréquemment surexprimé (Kuiper et al. 1996; Weihua et al. 2000; Leygue ef al. 1998;
Omoto ef al. 2001; Roger et al. 2001; Pearce and Jordan 2004; Omoto and Iwase 2015).
11 ne faut cependant pas éliminer le fait que malgré tout, le ERpP peut aussi jouer un rdle
positif dans la prolifération cellulaire (Sanchez et @l. 2010). Un aspect important est
la distribution différente du ratio ERo/p dans les différents tissus pouvant mener
a différentes réponses suite a leur stimulation. (Diel 2002; Leygue et al. 1998).
Cette différente distribution des ER, spécifique aux tissus, est une hypothése plausible
pour expliquer I’effet utérotrophique du tamoxiféne. Cette idée vient du fait que le
tamoxiféne 4 une affinité similaire pour les deux récepteurs (o et B) tandis que la
raloxiféne (autre SERM qui ne cause pas d’effets utérotrophiques) posséde une affinité
significativement plus élevée pour I’ERa (Kuiper and Gustafsson 1997). 11 a aussi été
précédemment démontré qu’une forte présence de ERP pouvait prédire la sensibilité au
traitement de tamoxiféne dans le cancer du sein, et ce, indépendamment du ERa (Yan
et al. 2013; Mann et al. 2001; Honma et al. 2008; Hopp et al. 2004; Iwase ef al. 2003).
Malgré les nombreuses recherches démontrant un lien avec le ERP et les paramétres
cliniques du cancer du sein, le sujet est toujours controversé dans la littérature (Omoto

and Iwase 2015).

Une autre raison de cibler la voie de I’estrogéne concerne son implication dans la
chimiorésistance. En effet, tel qu’introduit (sous-sous-section 1.2.3), I’estrogéne et ses
récepteurs jouent un rle au niveau de la croissance tumorale, mais aussi au niveau de la
résistance a la chimiothérapie. Considérant ce fait, bloquer ces cibles (ER) est une
avenue considérable afin de contourner la résistance des cellules tumorales et

d’augmenter I’efficacité en combinant avec de la chimiothérapie conventionnelle.
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Actuellement en clinique, de nouveaux composés plus efficaces, ciblant les voies
de régulation de I’estrogéne, sont développés et étudiés. Briévement, le fulvestrant,
I’arzoxiféne et le toremiféne sont des antagonistes des récepteurs a I’estrogéne en études
cliniques dont les résultats sont prometteurs au niveau des cancers gynécologiques.
En effet, ces inhibiteurs ont démontré une efficacité considérable pour stabiliser la
progression des tumeurs gynécologiques (Covens et al. 2011; Argenta et al. 2009,
Argenta et al. 2013; Burke and Walker 2003; McMeekin et al. 2003; Mienpéi et al.
1992). Un aspect intéressant de 1’arzoxifene, contrairement au tamoxiféne, est son
absence d’effets utérotrophiques, effets promouvant la croissance de [’utérus; une
caractéristique importante pour le traitement des cancers endométriaux (Suh et al. 2001).
D’autres composés, 1’anatrozole, le letrozole et I’exemestane sont des inhibiteurs de
’aromatase aussi en études cliniques pour les cancers gynécologiques. Le principe des
inhibiteurs de I’aromatase est d’inhiber cette dite enzyme, permettant la conversion de
I’androgene en estrogéne. Suite & I’administration de ces inhibiteurs, le niveau endogene
de l’estrogéne chez la patiente est diminué. Les inhibiteurs de I’aromatase sont
administrés en clinique aux patientes postménopausées (un haut taux d’aromatase est
présent dans les ovaires avant la ménopause) atteintes d’un cancer du sein et exprimant
positivement le ERa (Fabian 2007). Les résultats obtenus concernant 1’administration
d’inhibiteurs de 1’aromatase pour les cancers gynécologiques sont similaires & ceux des
inhibiteurs du ER permettant une stabilisation de la progression des tumeurs (Rose et al.
2000; Del Carmen et al. 2003; Ma et al. 2004; Bowman et al. 2002; Papadimitriou ef al.
2004; Smyth et al. 2007; Ramirez et al. 2008; Verma et al. 2006). Tout comme dans les
cancers du sein, il a aussi été observé que la présence du ER avait fréquemment un
effet direct sur l’efficacité clinique des traitements administrés pour les cancers
gynécologiques (principalement ceux ciblant directement le ER) (Bowman et al. 2002;
Covens et al. 2011; Argenta et al. 2009; Argenta et al. 2013). 1l est donc pertinent de
mesurer le niveau de notre cible d’intérét, le ER, avant I’administration de traitements
ciblant les voies de régulation de I’estrogéne afin d’obtenir une efficacité optimale.
Globalement, I’avantage de ces composés dans le traitement des cancers gynécologiques

est leur sélectivité, leur faible toxicité, leur caractéristique de stabiliser les tumeurs et
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donc la possibilité de les combiner avec un traitement chimiothérapeutique afin

d’éliminer efficacement la tumeur.

1.3.2 Utiliser des toxines bactériennes

De nouvelles thérapies, avec une mécanistique complétement différente de la
chimiothérapie traditionnelle, peuvent étre développées avec 1’idée de contrer plusieurs
mécanismes de chimiorésistance des cancers. Si le mécanisme d’action du nouveau
traitement est complétement différent de la chimiothérapie précédemment administrée,
la résistance créée par les cellules cancéreuses pourrait étre contournée, permettant

d’éliminer efficacement la population chimiorésistante.

Une idée de thérapie avec une mécanistique différente, découverte il y a de cela
tres longtemps, est ’utilisation de bactéries comme agent anticancéreux. En effet, a la
fin des années 1800, le médecin américain William Coley a remarqué que le cancer
d’une de ses patientes diminuait suite & une infection bactérienne. Le physicien
développa par la suite un vaccin composé de deux souches bactériennes atténuées pour
simuler une infection tout en diminuant les risques d’effets secondaires. Le vaccin a été
utilisé pour plusieurs types de cas et des résultats positifs (régression compléte et
partielle de cancers en stade avancé) ont été observés (Cann, Van Netten, and
Van Netten 2003). Ces résultats, probablement associés a l’activation du systéme
immunitaire des patientes, ont permis le début de la recherche de thérapies

anticancéreuses utilisant comme source les bactéries.

Les bactéries peuvent étre utilisées de différentes maniéres afin d’éliminer les
tumeurs ou, du moins, d’en arréter la croissance. Elles peuvent étre utilisées sous leur
forme d’origine (atténuée ou modifiée génétiquement) comme agent tumoricide, comme
vecteur pour transporter des agents/enzymes bactériennes ou comme agent
immunothérapeutique. Les bactéries produisent aussi des toxines et des spores, qui
peuvent, eux aussi, étre utilisés dans le cadre de thérapies anticancéreuses (Figure 1.23)

(Patyar et al. 2010).
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Figure 1.23 Schématique des diverses utilisations de la bactérie pour la thérapie
anticancéreuse. (Adaptée de Patyar ef al. 2010.)

Concernant |’utilisation de bactéries dans leur état d’origine, il a été découvert que
certaines bactéries anaérobiques (majoritairement du genre Clostridium) pouvaient se
développer dans la région nécrotique des tumeurs, lieu pauvre en oxygeéne, et réduire de
fagon considérable la taille de celles-ci. Lorsque ces mémes bactéries étaient mises en
contact avec la zone oxygénée de la tumeur, celles-ci mourraient permettant donc d’étre
inoffensives pour les tissus sains. L’effet obtenu était des plus intéressants et sa
combinaison avec la chimiothérapie conventionnelle aurait été des plus bénéfiques,
malheureusement, [’utilisation de ces souches bactériennes rendait la majorité des
animaux malades les menant méme jusqu’a la mort (Malmgren and Flanigan 1955;
Carey et al. 1967). Malgré I’ajout de modifications ou d’atténuations aux souches
bactériennes, la méme problématique survenait, soit une forte toxicité pouvant mener
jusqu’a la mort. Avec I’avancement des recherches, de nouvelles souches bactériennes
ont été développées pour le traitement du cancer et ont permis 1’obtention de résultats
beaucoup plus prometteurs que les précédents, entre autres, les souches Salmonella
typhimurium (VNP20009) et le bacille Calemtte-Guerin (BCG). Le bacille Calmette-
Guérin a été une souche bactérienne préalablement atténuée pour contrer la tuberculose.
Suite a I’intérét d’utliser des bactéries pour combattre le cancer, le BCG a, a son tour, été
testé contre plusieurs types de cancers. Un type de cancer, le cancer de la vessie, a
obtenu des réponses exceptionnelles avec le BCG (élimination de la tumeur et

prévention d’une récurrence) et I’utilisation de celui-ci est encore recommandée comme
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traitement dans les cancers invasifs de haut grade (Herr and Morales 2008).
L’autre souche, le VNP20009, est atténuée de deux génes la rendant moins susceptible
de provoquer des chocs septiques chez 1’héte, et dépendante de sources externes de
purine lui permettant de croitre principalement dans les tissus cancéreux, limitant ainsi
son effet sur les tissus sains (ratio approximatif 1000 :1). L’hypothése de cette forte
sélectivité tumorale est associée a I’idée que les bactéries pourraient croitre plus
rapidement en raison des nutriments fournis par les cellules & division rapide tumorale.
La souche est également sensible aux antibiotiques ce qui permet de pouvoir éliminer
celle-ci efficacement lorsque nécessaire. Contrairement aux bactéries provenant du
genre Clostridium, Salmonella typhimurium peut croitre dans les milieux aérobiques et
anaérobiques des tumeurs, utile contre les tumeurs de petite taille incluant les métastases
(Clairmont et al. 2000; Low et al. 1999; Luo et al. 1999). Cette souche a été testée en
phase I clinique avec des résultats prometteurs (Toso et al. 2002). En bref, I’utilisation
de bactéries entiéres peut permettre d’éliminer des cellules cancéreuses, mais sera aussi
généralement, sauf exception, trés toxique pour I’hdte. Il est donc important de modifier
génétiquement ces bactéries afin d’éviter une surcroissance de celles-ci et de limiter

leurs effets toxiques sur les tissus sains.

Puisque les bactéries sont trés toxiques, les modifier et les utiliser seulement
comme véhicules transportant des agents anticancéreux menant a 1’élimination de
tumeurs pourrait étre une avenue intéressante considérant leur possibilité de croitre
sélectivement au niveau des tumeurs. Ces bactéries peuvent servir de vecteurs exprimant
divers agents tels que I’interleukine-2 et le TNFa, mais aussi des enzymes permettant la
conversion d’un composé thérapeutique inactif vers sa forme active, le tout localement
au niveau de la tumeur ou les bactéries peuvent croitre (Saltzman ef al. 1997; Lin ef al.

1999; Zheng et al. 2001; Theys et al. 2001; Liu et al. 2002).

L’immunothérapie est trés en vogue dans le domaine de I’oncologie. En effet, les
cellules cancéreuses étant immunogéniques, le systéme immunitaire de la patiente est
utilisé afin de combattre les tumeurs et éliminer celles-ci. Une problématique derriére ce

mécanisme de défense est que la tumeur développe, avec le temps, une certaine
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tolérance au systéme immunitaire lui permettant jusqu’a éviter d’interagir complétement
avec celui-ci dans les stades avancés de la progression tumorale. Afin de permettre un
retour d’activité, le systéme immunitaire doit étre stimulé de différentes maniéres et
I’utilisation de bactéries afin d’augmenter ’antigénicité des tumeurs est une option
envisageable. L’utilisation de souches bactériennes est une méthode permettant
’activation du systéme immunitaire. Les souches bactériennes infectent les tumeurs,
meénent a une exposition d’antigénes et stimulent ainsi le systéme immunitaire
localement au niveau de la tumeur. Ces souches de bactéries peuvent aussi stimuler
I’inflammation, permettant de restreindre la croissance bactérienne (Avogadri et al
2005; Xu et al. 2009). Une autre option est d’utiliser des souches bactériennes modifiées
génétiquement exprimant des cytokines ou des séquences ADN d’antigénes de tumeur
(Al-Ramadi et al. 2008; Ruan et al. 2009; Loeffler et al. 2007; Saltzman et al. 1997).
En bref, lorsqu’administrées, les bactéries peuvent jouer un role important au niveau du

systéme immunitaire, une caractéristique d’intérét pour 1’élimination de tumeurs.

Plusieurs des bactéries anaérobiques étudiées dans le cadre de la thérapie
anticancéreuse peuvent former des spores. Les spores bactériens ont comme utilité de
permettre & la bactérie de survive dans des conditions extrémes et de reprendre
croissance lorsque les conditions sont plus favorables. Dans le cadre de la thérapie, les
spores, provenant de souches d’intérét, peuvent survivre a des lieux riches en oxygéne,
sans croitre, pour éventuellement atteindre les zones d’hypoxie (faible taux d’oxygéne)
de la tumeur, un lieu favorable a leur croissance. Suivant la croissance, la bactérie agit
localement et peut effectuer ses actions thérapeutiques au niveau de la tumeur pour
éliminer celle-ci (Patyar et al. 2010). 1l faut cependant que la souche bactérienne soit
atténuée adéquatement afin d’éviter des effets toxiques potentiellement mortels tels que

décrits précédemment avec 1’utilisation de bactéries.

Un dernier aspect d’intérét clinique concernant les bactéries est la production de
toxines. Certaines souches de bactéries peuvent produire des endotoxines (restent dans la
bactérie et sont rejetées lorsque la bactérie meurt) et des exotoxines (secrétées par la

bactérie). Ces toxines ont I’habileté d’éliminer efficacement des cellules ou simplement
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d’avoir différents effets sur les mécanismes cellulaires tels que la croissance, la
différentiation et I’apoptose (Patyar et al. 2010). Considérant que plusieurs de ces
mécanismes cellulaires sont associés a des caractéristiques de cellules cancéreuses et
que I’élimination des tumeurs est recherchée, les toxines sont d’un intérét pour la
thérapie. Afin d’augmenter la sélectivité des traitements, plusieurs toxines ont été
étudiées et certaines ont la caractéristique de se lier a des antigénes de surface
spécifiques aux tumeurs (Kominsky et al. 2004; Michl ef al. 2001; Baudelet ef al. 2006).
D’autres toxines ayant des caractéristiques hautement intéressantes pour la thérapie
anticancéreuse, mais sans spécificité peuvent aussi étre modifiées génétiquement afin
d’ajouter une portion sélective comme un anticorps monoclonal, un facteur de
croissance ou une protéine se liant aux antigénes de surface tumoraux, encore une fois,
tous spécifiques aux cellules cancéreuses (Frankel et al. 2002; Fan et al. 2002; Puri
1998). L’utilisation des toxines est d’un intérét considérant qu’elles peuvent mener a une
toxicité moins élevée chez la patiente, lorsque comparées a I’utilisation de bactéries

entiéres.

Une certaine toxine a suscité un intérét particulier pour la recherche médicale
considérant sa haute sélectivité naturelle envers les cellules de divers cancers et sa forte

activité cytotoxique : la toxine PS2Aal, provenant de la famille des parasporines.

1.3.2.1 Les parasporines

Bacillus thuringiensis est une bactérie aérobique gram-positive pouvant produire
des inclusions lors de sa sporulation. Ces inclusions sont composées, entre autres, de
protéines Cry (8-endotoxines), une famille de protéines connue pour avoir une activité
toxique contre divers insectes et fréquemment utilisée dans I’industrie agroalimentaire et
la foresterie (Roh et al. 2007; Schnepf ef al. 1998). Un avantage de cet insecticide
naturel est sa non-toxicité pour ’humain et, conséquemment, sa haute sélectivité envers
les insectes permettant donc une excellente alternative aux insecticides chimiques (Roh
et al. 2007; Schnepf ef al. 1998). Le mode de fonctionnement de cette toxine consiste a

étre ingérée par l’insecte, celle-ci est ensuite solubilisée dans la région alcaline du
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mésentéron (section de 1’appareil digestif) de Iinsecte. Une fois solubilisée, la toxine est
active et se lie sur des récepteurs spécifiques (uniques aux insectes) localisés sur la
membrane plasmique des cellules épithéliales du mésentéron, menant a la formation de
pores et, conséquemment, & la mort de I’insecte (Bravo, Gill, and Soberén 2007,

Schnepf et al. 1998).

En raison de son fort potentiel insecticide, des centaines de protéines Cry ont
aujourd’hui été caractérisées, dont une majorité ont été reportées n’avoir aucune activité
toxique contre les insectes (Crickmore et al. 1998). Considérant le fait que certaines
toxines ne soient pas actives sur les insectes, les auteurs Mizuki ef al. ont fait une
large étude de toxicité de diverses protéines Cry (1744 souches différentes de
Bacillus thuringiensis) sur des lymphocytes T provenant d’une leucémie humaine
(cellules MOLT-4) et des érythrocytes sains de mouton. La plupart des protéines Cry
provenant de souches bactériennes n’ont eu aucun effet sur les érythrocytes, cependant,
42 d’entre elles ont démontré un effet cytotoxique exclusivement sur les lymphocytes T
de leucémie. Ces nouvelles protéines Cry non-toxiques pour les insectes, non-toxiques
pour les cellules saines de mammifére, mais toxiques spécifiquement pour les cellules de
cancer (leucémie dans le cadre de cette étude) ont été classées dans un sous-groupe

nommé les parasporines (Figure 1.24) (Mizuki et al. 1999; Mizuki ef al. 2000).

Protéine Cry
Toxigue envers les insectes

Non-Toxique
envers les insectes

Utilisée en agriculture Parasporin

et foresterie

Toxique contre les

cellules cancéreuses

Non-Toxique pour I'humain =
mammifére

Figure 1.24 Classement selon la toxicité des protéines Cry provenant de différentes
souches bactériennes. (Inspirée de Kitada et al. 2005; Mizuki et al. 1999
et Mizuki et al. 2000.)
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Les parasporines ont été classées en six familles (PS1-PS6) ayant démontré, pour
la plupart, un mécanisme d’action sélectif envers les cellules cancéreuses humaines
(Okumura 2010; Okassov et al. 2015). La parasporine-2 est d’un intérét clinique
considérant sa faible concentration requise et sa rapidité (=1 h) pour induire la mort de
plusieurs cellules cancéreuses, lorsque comparée avec les autres protéines de la méme

famille (Tableau 1.4) (Okassov et al. 2015; Ito et al. 2004).

Tableau 1.4

Cytotoxicité des parasporines dans diverses lignées cellulaires humaines cancéreuses ou
normales (Okassov et al. 2015)

Cells Characteristics LC,, (pg/ml)
of cells PS-1 PS -2 PS-3 PS-4

MOLT-4 Leukemic T cell 2.2 0.022 >10 0472
Jurkat Leukemic T cell >10 0.018 >10 >2
HL-60 Leukemic T cell 0.32 0.019 1.32 0.725
T cell Normal T cell >10 -a >10 >2
HepG2 Hepatocellular cancer 3.0 0.019 2.8 1.90
HC Normal hepatocyte >10 1.1 >10 >2
HeLa Uterus (cervix) cancer 0.12 2.5 >10 >2
Sawano Uterus cancer >10 0.0017 >10 0.245
TCS Uterus (cervix) cancer - 7.8 >10 0.719
UtSMC Normal uterus >10 2.5 >10 >2
Caco-2 Colon cancer >10 0.013 >10 0.124

a not studied; the most effective concentrations are shown in bold

La parasporine-2Aal (PS2Aal, aussi classifiée Cry46Aal) est un polypeptide de
338 acides aminés avec un poids moléculaire prédit de 37446 Da. Comme les autres
protéines de la famille Cry, PS2Aal a besoin d’étre clivée afin d’étre active.
La protéinase K clive PS2Aal permettant 1’obtention d’un polypeptide d’environ
30000 Da pouvant agir de maniére toxique et sélective sur les cellules cancéreuses
humaines (Ito et al. 2004; Kitada et al. 2005). PS2Aal a été grandement étudiée pour
sa fonction anticancéreuse sélective et plusieurs études rapportent une efficacité
surprenante provenant de cette toxine lorsque comparée avec des lignées cellulaires

normales (Kitada et al. 2006; Ito et al. 2004).
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Le mécanisme d’action de PS2Aal est cependant encore méconnu a ce jour.
Ce qui est connu de PS2Aal est que la monotoxine se lie sur les radeaux lipidiques, des
microdomaines riches en cholestérols et en sphingolipides, de la membrane plasmique.
Une fois liée, la toxine forme un oligomére permettant de perméabiliser la membrane
plasmique, ce qui a un effet 1étal pour la cellule (Figure 1.25) (Abe, Shimada, and
Kitada 2008; Kitada et al. 2005; Kitada et al. 2009). Pour interagir avec la membrane
plasmique au niveau du radeau lipidique, il a été observé que PS2Aal ne nécessitait
ni le cholestérol, ni les sphingolipides, mais plutét des protéines d’ancrage de
glycosylphosphatidylinositol (GPI). Cela a été démontré par [Dutilisation de
phospholipase C Phosphatidylinositol-specifique (PI-PLC) qui permet de cliver les
protéines GPI de la membrane, diminuant grandement la liaison de la toxine PS2Aal
avec la membrane ainsi qu’une forte diminution de son effet toxique sur les cellules
cancéreuses (Abe, Shimada, and Kitada 2008). Cependant, malgré un niveau
d’expression é€gal de protéines d’ancrage GPI dans quatre lignées cellulaires différentes,
la toxicité de PS2Aal était largement différente démontrant que la protéine d’ancrage
GPI est probablement requise pour induire la mort des cellules cancéreuses, mais ne
serait pas le récepteur clé (Kitada et al. 2009). Le méme groupe a démontré plus tard que
la région glycane de la protéine d’ancrage GPI était en effet nécessaire a la toxicité et
I’oligomérisation de la toxine, mais fonctionnerait plutét comme un corécepteur
considérant que des lignées non sensibles a la toxine ont aussi des protéines GPI (Abe
et al. 2016). Le récepteur spécifique aux cellules cancéreuses de PS2Aal, probablement
localisé dans le radeau lipidique de la membrane, est donc toujours inconnu et son mode
d’action pour tuer les cellules cancéreuses semble principalement étre dii & la formation
des pores au niveau de la membrane en association avec des protéines GPI, mais peu a

été étudié a ce sujet (Figure 1.25).
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Figure 1.25  Association, sélectivité et oligomérisation de la parasporine-2 (Abe et al.
2016).

Un fait intéressant concernant la toxine PS2Aal et les cancers gynécologiques est
que celle-ci a été extrémement efficace lorsque testée contre une lignée cellulaire
cancéreuse de I’endométre (cellules Sawano) avec une concentration létale médiane
(LC50) de seulement 0,002pg/ml, ce qui est trés minime lorsque comparé avec les
lignées cellulaires normales nécessitant plus de 2,5 pg/ml (dose 1250 fois plus élevée)
(Tableau 1.4) (Okassov et al. 2015; Ito et al. 2004). Considérant que la toxine est
hautement efficace, tout en étant trés sélective envers les cellules cancéreuses, il est d’un
grand intérét clinique d’étudier plus en détail cette toxine dans le but d’une thérapie
ciblée et d’éliminer les cellules ayant précédemment acquis une chimiorésistance,
puisqu’il s’agit ici d’un potentiel traitement avec une mécanistique complétement

différente de la chimiothérapie conventionnelle.

1.3.3 Cibler le suppresseur de tumeur Par-4

L’objectif idéal de la thérapie ciblée est d’éliminer complétement et seulement
les cellules cancéreuses. En limitant 1’action de la thérapie exclusivement sur les
cellules cancéreuses, les effets secondaires seront beaucoup moins présents, ne limitant
donc pas latteinte d’une efficacité maximale du traitement. Une protéine possede
des caractéristiques répondant a cette demande, celle-ci se nomme prostate apoptosis

response-4 (Par-4).
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Par-4 est une protéine suppresseuse de tumeur ayant la capacité unique d’induire
’apoptose de fagon sélective envers les cellules du cancer (El-Guendy et al. 2003;
Shrestha-Bhattarai and Rangnekar 2010). La protéine a été initialement découverte dans
des cellules cancéreuses de la prostate en apoptose, origine de son nom (Sells et al.
1994). Par la suite, il a ét¢ découvert que la protéine Par-4 est exprimée de fagon
ubiquitaire dans tout type de cellules, incluant les tissus gynécologiques (Uhlén et al.

2015).

Concernant 1’implication de Par-4 dans le cancer, une étude a démontré que des
souris knock-out de Par-4, n’exprimant plus le géne, ont une espérance de vie réduite et
que plus de 36 % des animaux ont développé des cancers de I’endométre aprés moins
d’un an suivant la naissance (Garcia-Cao et al. 2005). Cette étude est d’un intérét
considérant I’impact observé par I’absence de la protéine Par-4, particuliérement au
niveau de ’utérus. Un faible niveaw/absence de Par-4 dans divers types de cancers est
souvent signe d’un mauvais pronostic, soit un cancer agressif et fréquemment résistant a
la thérapie conventionnelle (Tan et al. 2014; Pereira et al. 2013; Jagtap et al. 2015;
Nagai et al. 2010; Ahmed et al. 2008; Alvarez, Pan, et al. 2013; Heath and Rosalyn
Bryson 2011; Chendil et al. 2002; Kline et al. 2009). Cependant, I’inverse est aussi vrai,
rétablir Par-4 permet d’augmenter I’efficacité de la radiothérapie et de la chimiothérapie
(Heath and Rosalyn Bryson 2011; Chendil et al. 2002; Kline ef al. 2009; Tan et al. 2014;
Pereira et al. 2013; Jagtap et al. 2015). Dans le cas de Par-4, le faible niveau
d’expression observé dans les cancers est rarement dii a une suppression ou a une
mutation de son géne. En effet, moins de 2,5 % de tous les types de cancers, excluant le
mélanome, ont des altérations du géne de Par-4. Ce taux d’altération de Par-4 est encore

plus faible dans les cancers gynécologiques (Figure 1.26) (Cerami et al. 2012).
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Figure 1.26 Altérations de la protéine Par-4 dans tous les types de cancers.
Altérations du géne de Par-4 provenant de 80 études avec des patients
atteints de tous types de cancers. Moins de 2 % d’altérations sont
présentes dans les cancers gynécologiques, représentés par une fléche
rouge. (Tirée de TCGA et cbioportal.org)

Une des causes de cette diminution de Par-4 dans les cancers est
I’hyperméthylation de son promoteur, empéchant ainsi l’expression de la protéine
(Moreno-Bueno et al. 2007; Pruitt et al. 2005; Fernandez-Marcos et al. 2009).
L’oncogéne Ras, en amont de la voie des MAPK, est un des responsables de
]’hyperméthylation du promoteur de Par-4. Cette hyperméthylation s’effectue en partie
par l’activation de la voie RAF/MEK menant a |’augmentation d’expression des
méthyltransférases d’ADN (Dnmtl et Dnmt3). L’activation de la voie RAF/MEK
seulement n’est cependant pas suffisante pour méthyler le promoteur de Par-4 suggérant
I’implication de voies additionnelles encore inconnues. (Pruitt ef al. 2005). Bien siir, les
quelques mutations/délétions sur le géne de Par-4 vont aussi avoir un impact sur
I’expression de la protéine; heureusement, le nombre de cas est rare. Le fait que Par-4
soit toujours intact et non altéré dans la majorité des cellules cancéreuses est une
caractéristique bénéfique pour la thérapie ciblée. En effet, I’absence d’altérations permet
d’avoir comme objectif de réexprimer la protéine afin qu’elle soit réactivée et puisse

¢liminer les cellules cancéreuses via sa capacité d’induire I’apoptose.
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1.3.3.1 Mécanisme d’apoptose de Par-4

Le mécanisme d’action de Par-4 lui permettant d’induire la mort cellulaire par
apoptose des cellules cancéreuses est complexe. Son activité pro-apoptotique est
principalement régulée par son activation via phosphorylation sur la Thr163 par la

protéine kinase A (PKA) (Gurumurthy et al. 2005) (Figure 1.27).

Figure 1.27 Structure de la protéine Par-4.

Par-4 posséde deux domaines NLS (Nuclear Localization Sequence),
un domaine VASA sur lequel il y a un site d’ubiquitination, un site de
clivage par la caspase-3, un domaine SAC (Selective for Apoptosis
induction in Cancer cells) ainsi qu’une leucine zipper permettant sa
liaison avec I’ADN ou d’autres protéines d’intéréts. (Créée par Frangois
Fabi et inspirée de Gurumurthy et al. 2005; Nalca et al. 1999; El-Guendy
et al. 2003; Goswami et al. 2008; Goswami et al. 2005 et Chen et al.
2014.)

L’hypothése de la sélectivité apoptotique pour les cellules cancéreuses est basée
sur le niveau d’activité de PKA, fréquemment surélevé dans les cellules cancéreuses et
n’étant donc pas suffisant pour activer Par-4 dans les cellules normales (Gurumurthy
et al. 2005). Cette phosphorylation sur la Thr163 permettant a Par-4 de s’activer est
nécessaire pour ensuite effectuer une translocation vers le noyau, suivie de I’induction
de I’apoptose (Gurumurthy et al. 2005). La translocation vers le noyau joue un role
important dans les mécanismes d’apoptose de la protéine. En effet, la translocation de
Par-4 vers le noyau, via son domaine NLS2, lui permet d’inhiber 1’activité

transcriptionnelle de NF-kB (Figure 1.27 et Figure 1.28) (Nalca et al. 1999).
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Figure 1.28 Schéma résumant divers mécanismes d’induction de I’apoptose par
la protéine Par-4.
PKA phosphoryle Par-4 et active celle-ci. (1) Par-4 peut se lier a
AKTI1 I’empéchant de se déplacer vers le noyau et donc d’inhiber son
activité antitumorale. (2) Par-4 peut se déplacer vers le noyau pour
induire 1’apoptose en inhibant 1’activit¢ de NF-kB ainsi que (3) la
topoisomérase-I. (4-5) Par-4, en relation avec le réticulum endoplasmique
et la protéine GRP78, peut étre secrété et interagir a la surface des cellules
de fagon autocrine ou paracrine afin d’activer la voie extrinséque de
I’apoptose. (6) Par-4 peut mobiliser la protéine réceptrice Fas vers la
membrane afin d’activer la voie extrinseque de 1’apoptose. (7) Par-4 peut
activer la voie intrinséque de 1’apoptose par la mitochondrie. (8) Par-4
peut se lier a la protéine PKC {, régulant négativement AKT et NF-«xB.
(Irby et al. 2012).

NF-kB est un facteur de transcription responsable de la régulation de plusieurs
génes associés a des mécanismes de survie cellulaire, incluant, entre autres, XIAP, Bcl-2
et Bcl-xL, des protéines inhibitrices de 1’apoptose (Barkett and Gilmore 1999).
La localisation au noyau permet aussi a Par-4, via le domaine du leucine zipper,
d’inhiber I’activité de la topoisomérase-I et donc de bloquer la relaxation de I’ADN,

la transcription de génes et la progression du cycle cellulaire (Figure 1.27 et Figure 1.28)
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(Goswami et al. 2008). Dans le cas des cellules normales, celles-ci expriment un niveau
modéré/élevé de Par-4, mais la majorité des protéines sont localisées dans le cytoplasme
évitant donc les mécanismes précédemment décrits (Uhlén et al. 2015; Boghaert et al.

1997; Azmi et al. 2010).

Par-4 posséde également un deuxiéme site de phosphorylation sur la Ser249 (chez
le rat), phosphorylée par la protéine AKT1, protéine de la voie de survie PI3K/AKT
(Goswami et al. 2005). AKT1 peut se lier et phosphoryler Par-4 chez 1’humain,
toutefois, le site exact de la phosphorylation sur la séquence humaine de Par-4 n’a
pas encore été confirmé expérimentalement. AKT1 se lie directement sur le domaine
leucine zipper de Par-4 pour ensuite phosphoryler Par-4 afin de maintenir la protéine
dans le cytoplasme, conduisant 4 la survie des cellules cancéreuses et a I’inhibition de
son activité pro-apoptotique (Figure 1.27 et Figure 1.28) (Goswami et al. 2005).
Inversement, Par-4 peut se lier a la protéine PKC (, inactivant celle-ci, et permettant en
partie de diminuer AKT et I’activité de NF-xB (Irby and Kline 2013; Chang, Kim, and
Shin 2002; Joshi et al. 2008).

Briévement, Par-4 peut induire la mort cellulaire de fagons additionnelles incluant
les voies intrinséques et extrinséques de 1’apoptose (Figure 1.28) (Irby and Kline 2013).
En premier lieu, Par-4 peut promouvoir la voie mitochondriale, permettant le clivage de
la protéine BID et menant ainsi au relachement du cytochrome C et de la protéine AIF.
Ces relachements activent la voie intrinséque de I’apoptose et ménent donc au clivage
des caspases-9 et -3 (Bergmann ef al. 2004). Par-4 peut aussi activer la voie extrinseque
de I’apoptose en mobilisant le récepteur FAS (CD95) a la membrane cellulaire
(Chakraborty et al. 2001). Lorsque le récepteur FAS est mobilisé a la surface, un
complexe de signalisation et d’induction de la mort (death-inducing signaling complex;
DISC) est formé menant par la suite a I’activation de la voie extrinséque et au clivage
des caspases initiatrices associées, soit les caspases-10 et -8 (Peter and Krammer 2003).
En plus de mobiliser le récepteur FAS, Par-4 peut étre secrété dans le milieu
extracellulaire par les cellules normales et cancéreuses. Une fois secrété, Par-4 peut se

lier (de fagon autocrine ou paracrine) a la protéine de stress « glucose-regulated
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protein-78 » (GRP78), exprimée a la surface des cellules cancéreuses. Une fois que la
protéine extracellulaire Par-4 se lie a son récepteur, une cascade apoptotique a lieu
impliquant le stress du réticulum endoplasmique et I’activation de la voie extrinséque de

’apoptose via le clivage des caspases-8 et -3 (Burikhanov et al. 2009).

Il a ét¢ démontré que la protéine par-4 posséde un domaine bien précis,
responsable de ’apoptose induite aux cellules cancéreuses, nommé « Selective for
Apoptosis induction in Cancer cells » (SAC) (Figure 1.27). Il a été démontré que
I’expression seule du domaine SAC par I’utilisation d’un plasmide était suffisante pour
induire la mort de cellules cancéreuses sans atteindre les cellules normales (El-Guendy
et al. 2003). Il est aussi intéressant de noter que ’acide aminé sur Par-4 et ciblé par
AKTI1, empéchant la protéine de fonctionner normalement, est situé a I’extérieur du
domaine SAC. De ce fait, lorsque le domaine SAC est exprimé seul, celui-ci ne peut étre
inhibé par AKT1 en raison de I’absence de son site. Il s’agit d’un atout considérable
pour la clinique dans 1’optique d’éliminer les cellules cancéreuses de fagon sélective et

sans étre limité par ’inhibition de son activité.

Concernant la voie PI3K/AKT/PTEN, celle-ci est fortement altérée dans
les cancers gynécologiques (Figure 1.12) et cela pourrait causer une potentielle
problématique sur 1’activité anticancéreuse de Par-4 en raison de la régulation négative
exécutée par AKT1 (Goswami et al. 2005). La voie PI3K/AKT/PTEN est une des
voies majeures impliquées dans les mécanismes de chimiorésistance des cancers
gynécologiques telles qu’introduites précédemment (Girouard et al. 2013; Ali et al.
2012; Chaudhry and Asselin 2009; Gagnon et al. 2004; Vara et al. 2004). Une étude a
aussi noté qu’'une diminution de Par-4 peut aussi augmenter certains composants de
la voie de survie PI3K/AKT, conférant ainsi une résistance au cisplatine dans des
cellules de cancer du pancréas (Tan et al. 2014). Considérant que Par-4 et la voie
PI3K/AKT/PTEN sont interreliés et impliqués chacun dans la chimiorésistance, il est
d’un intérét de cibler Par-4 tout en considérant les diverses voies de survies associées

afin de rétablir la sensibilité des cellules.
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Notre équipe a découvert que Par-4 est clivé par la caspase-3 (D131) lors de

’apoptose dans plusieurs types de cellules cancéreuses. Ce clivage observé générait un

fragment de 25 kDa contenant la séquence de localisation nucléaire (NLS2), le domaine

sélectif pour 1’apoptose des cellules cancéreuses (SAC) et le leucine zipper (Figure 1.12)

(Chaudhry et al. 2012). Ce fragment clivé de Par-4 (cl.Par-4) s’accumulait seulement

dans les cellules sensibles a la chimiothérapie et était absent dans les cellules résistantes,

suggérant ainsi un réle dans la chimiosensibilité¢ des cellules (Figure 1.29) (Chaudhry

etal 2012).
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Figure 1.29 Production d’un fragment clivé de Par-4 suite a un stimulus
apoptotique dans les cellules cancéreuses.
Suite & un traitement avec 10 pM de cisplatine pendant divers temps
(8-16-24 h), un fragment clivé de la protéine Par-4 a été détecté
exclusivement dans les cellules cancéreuses de l’ovaire sensibles au
cisplatine (A2780S=sensibles au cisplatine; A2780CP=résistantes au
cisplatine). Aucun fragment clivé de Par-4 n’a été détecté dans le modele
résistant (Chaudhry et al. 2011).

Des expérimentations additionnelles ont permis de confirmer que cl.Par-4

effectuait une translocation vers le noyau et conservait ses propriétés pro-apoptotiques,

permettant d’induire & lui seul I’apoptose dans les cellules du col de I'utérus HeLa

(Figure 1.30) (Chaudhry et al. 2012).
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Figure 1.30 Propriété pro-apoptotique conservée du fragment clivé de Par-4.

Le fragment clivé de Par-4 a été transfecté transitoirement dans les
cellules du col de 'utérus HeLa. (A) Immunofluorescence du fragment
clivé de par-4, fortement localisé au noyau. L’immunofluorescence a été
effectuée par microscopie confocale. La magnification est de 63X pour
les deux rangées du haut et 100X pour les deux rangées du bas. (B-C)
L’apoptose a ét¢ mesurée par cytométrie en flux avec un marquage a
I’Annexin V/Pi. Le fragment clivé de Par-4 seul était suffisant pour
induire la mort cellulaire aux cellules (Chaudhry ef al. 2011).
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A ce jour, de nouveaux mécanismes d’actions sont encore découverts concernant
Par-4 et sa capacité unique d’induire 1’apoptose. Excepté quelques manuscrits dans la
littérature, peu est connu concernant le fragment clivé de Par-4 (Thayyullathil et al
2013; Treude et al. 2014). Considérant I’intérét clinique de Par-4 et de son fragment
clivé, plus d’exploration devrait étre faite afin de bien saisir ses divers fonctions et
mécanismes dans le but de rétablir son expression et d’utiliser de fagon optimale cette

cible thérapeutique.

1.4 Problématique et objectifs de recherche

Malgré I’importance accordée a la recherche sur le cancer, cette maladie génétique
est toujours aujourd’hui la premiére cause de décés en Amérique (Ferlay ef al. 2013;
American Cancer Society 2015; Canadian Cancer Society’s Advisory Committee on

Cancer Statistics 2015; Siegel, Naishadham, and Jemal 2013; Casciato and Territo 2009;
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Howlader et al. 2016). Dans le cadre des cancers gynécologiques, lorsque ceux-ci sont
diagnostiqués tardivement, le taux de survie des patientes est extrémement faible (Ferlay
et al. 2013; American Cancer Society 2015; Canadian Cancer Society’s Advisory
Committee on Cancer Statistics 2015; Lengyel; Siegel, Naishadham, and Jemal 2013;
Casciato and Territo 2009; Howlader et al. 2016; Plataniotis, Castiglione, and Group
2010). Ce faible taux de survie est dfi, en majeure partie, a ’acquisition d’une résistance
aux traitements anticancéreux lors de la progression du cancer, menant ainsi a une
inefficacité des traitements et empéchant I’élimination compléte des tumeurs (Agarwal
and Kaye 2003). En plus d’étre inefficaces, les traitements chimothérapeutiques agissent
partout dans le corps de la patiente amenant conséquemment de nombreux effets
secondaires douloureux et indésirables (Chirino and Pedraza-Chaverri 2009; Screnci
and McKeage 1999; Khynriam and Prasad 2001). Une solution s’impose afin de
contrecarrer cette problématique et la thérapie ciblée semble étre une solution
envisageable pouvant permettre une sélectivité contre les cancers gynécologiques, tout
en augmentant ’efficacité des traitements; diminuant les effets secondaires et contrant la

chimiorésistance.

Dans le cadre de cette thése, trois cibles/méthodes d’intérét ont été étudiées
spécifiquement dans le contexte des cancers gynécologiques. 1l s’agit ici du récepteur a
I’estrogéne, de I'utilisation de toxines bactériennes sélectives et de la protéine aux
caractéristiques uniques, Par-4. L’étude de ces cibles/méthodes a comme objectif
général de permettre 1’avancement des connaissances concernant celles-ci, et un jour, de
permettre leur utilisation comme traitements de médecine personnalisée en clinique par

la thérapie ciblée.

Plus spécifiquement, les objectifs de cette thése sont les suivants :
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1.4.1 Etudier Pactivité antitumorale de deux nouveaux traitements sélectifs,
différents de la chimiothérapie actuelle

1.4.1.1 Projet 1: ciblage du récepteur a l’estrogéne par une nouvelle molécule,
le VP-128

Ce premier projet consiste a I’étude d’une nouvelle molécule chimiothérapeutique,
le VP-128, développée en collaboration avec les chimistes provenant de 1’équipe du

Dr Gervais Bérubé, professeur a I’Université du Québec a Trois-Riviéres (Figure 1.31).

Sélective Toxique

VP-128

OH
ca— TN A
cl
HO

Structure moléculaire du VP-128

Figure 1.31 Structure moléculaire du VP-128.
Le 17p-estradiol correspond a la portion sélective du composé tandis que
le platine correspond a la portion toxique. (Adaptée de Descoteaux et al.
2003 et Van Themsche et al. 2009.)

L’idée de ce nouveau composé, le VP-128, est d’utiliser en premier lieu le
17B-estradiol comme molécule de transport sélectif envers les cancers gynécologiques
puisque ceux-ci expriment en majeure partie le récepteur associé, le récepteur a
’estrogéne a. Attachée au 17pB-estradiol se trouve une molécule modifiée de platine,
couramment utilisée dans la chimiothérapie traditionnelle, ayant comme objectif
d’éliminer les cellules cancéreuses. La combinaison de ces deux molécules, le VP-128,
aura comme objectif d’augmenter la sélectivité et ’efficacité des traitements contre les

cancers féminins (sein, utérus et ovaires).
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Dans cette étude préclinique, I’activité antitumorale de la molécule a été étudiée
invitro et in vivo pour le cancer de I’ovaire spécifiquement. Le mode d’action du
VP-128 a aussi été¢ étudié de plus pres afin de bien saisir son fonctionnement pour

I’utiliser de fagon optimale en clinique.

1.4.1.2 Projet 2: ciblage spécifique des cellules cancéreuses par une ftoxine
bactérienne, parasporine 24al

Ce deuxiéme projet consiste & I’étude d’un type de thérapie différent des
traitements administrés actuellement, soit 1’utilisation d’une toxine bactérienne induisant
la mort sélectivement des cellules cancéreuses. Ce projet a été effectué en collaboration
avec I’équipe de microbiologistes du Dr Marc Sirois, professeur a 1’Université du

Québec a Trois-Riviéres. Son équipe a découvert une nouvelle souche bactérienne de

B. thuringiensis nommée Br 4R2 contenant le géne codant pour la parasporine 2Aal

(PS2Aal) (Figure 1.32).

S=Spore

P=Inclusion
Parasporine

E= Enveloppe
dense d'électrons

Figure 1.32 Différentes photos représentant la production de parasporines
bactériennes.
(A) Microscopie a contraste de phases représentant des bactéries et
spores. (B) Microscopie électronique en transmission représentant une
spore mature et une inclusion de parasporine. L’échelle représentée est de
(A) 10 pm et (B) 1 um (Mizuki et al. 2000).

Les parasporines sont connues pour leur capacité de détruire sélectivement les
cellules cancéreuses tout en évitant les cellules saines. En plus de cette sélectivité, il est

d’un intérét clinique de trouver de nouveaux types de traitements, différents de la
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thérapie conventionnelle, afin de pouvoir contrer la chimiorésistance acquise par les

cellules cancéreuses.

Dans cette étude, I’activité antitumorale de la parasporine 2Aal a été étudiée
in vitro sur un vaste nombre de modéles cellulaires cancéreux (incluant les cancers de
I’ovaire et de I’endométre) et de cellules saines. Puisque le mode d’action de la
parasporine 2Aal est peu connu, celui-ci a été étudié plus en détail afin de bien saisir

son fonctionnement pour I’ utiliser de fagon optimale en clinique.

1.42 KEtudier le mécanisme d’action d’une cible thérapeutique intracellulaire
pour contrer la chimiorésistance

1.4.2.1 Projet 3: mécanisme d’une protéine proapoptotique spécifique aux cellules
cancéreuses, Par-4

Ce troisieme et dernier projet de thése est d’étudier la mécanistique d’une protéine
prometteuse pour la clinique en raison de son mécanisme proapoptotiqueA et de sa
sélectivité envers les cellules cancéreuses, Par-4. Comme introduit, nous avons
découvert que Par-4 était clivé par la caspase-3 en situation d’apoptose et que ce
fragment semblait jouer un réle important dans la chimiorésistance et ’activité

antitumorale de Par-4 (Figure 1.33).

2429 c3 145 161 300 340
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Induit I'apoptose el
(seulement chez les PAR-E

cellules cancéreuses)

Caspase-3

Figure 1.33  Schéma récapitulatif du clivage de Par-4 et sa structure associée. (Inspirée
de Gurumurthy et al. 2005; Nalca et al. 1999; El-Guendy et al. 2003;
Goswami et al. 2008; Goswami et al. 2005 et Chaudhry et al. 2012.)
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Considérant la complexité de la mécanistique de Par-4, le peu d’information
concernant son fragment clivé (cl.Par-4) et sa capacité unique d’induire I’apoptose, il est

d’un intérét de mieux comprendre le réle de cl.Par-4.

Dans cette étude, la mécanistique de cl.Par-4 a été étudiée au niveau des cancers
gynécologiques (cancers de I’ovaire et de ’endométre). De nouveaux mécanismes de
régulations post-traductionnelles ont ét€ découverts dans le cadre de ce projet pour la
protéine cl.Par-4. Mieux comprendre le mécanisme de Par-4 et de cl.Par-4 pourrait
permettre de resensibiliser les cellules cancéreuses gynécologiques aux traitements

chimiothérapeutiques et potentiellement induire la mort de celles-ci de fagon sélective.



Le chapitre II contient une étude démontrant I’efficacité antitumorale
d’un nouveau composé chimiothérapeutique ciblant sélectivement

le récepteur a I’estrogéne contre le cancer de I’ovaire.



CHAPITRE 11

ERa-TARGETED THERAPY IN OVARIAN CANCER CELLS BY A NOVEL
ESTRADIOL-PLATINUM(II) HYBRID

Brasseur K, Leblanc V, Fabi F, Parent S, Descoteaux C, Bérubé G, Asselin E.
ERa-Targeted Therapy in Ovarian Cancer Cells by a Novel Estradiol-Platinum (II)
Hybrid. Endocrinology. 2013 May 15;154(7):2281-95.

Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’une publication en anglais dans la revue
Endocrinology le 15 mai 2013. Il s’agit d’une revue cotée avec un facteur d’impact de

4,622 (5-ans 2014) utilisant un processus d'examen par les pairs.

2.1 Contribution des auteurs

Kevin Brasseur a effectué, en majorité, la conception de I’étude, la réalisation des
expérimentations ainsi que la totalit¢ de I’écriture du manuscrit. Valérie Leblanc et
Sophie Parent, assistantes de recherche de 1’équipe de laboratoire, ont fait quelques
manipulations et aidé a la mise au point de protocoles. Frangois Fabi, étudiant au Ph. D,
a effectué quelques expérimentations pour le manuscrit lors de son stage en biologie
médicale. Caroline Descoteaux a effectué la production chimique de la nouvelle
molécule anticancéreuse VP-128. Gervais Bérubé est le directeur de recherche de
Caroline Descoteaux, responsable de la production du VP-128 et superviseur de ce
manuscrit. Eric Asselin est le directeur de recherche de I’équipe de laboratoire et

superviseur de ce manuscrit.
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2.2 Résumé de article (frangais)

Une nouvelle famille d’hybrides estradiol-platine a été synthétisée dans un but de
thérapie anticancéreuse contre les cancers féminins. Des études antérieures avaient
révélé que I’hybride VP-128 démontrait une efficacité élevée par rapport au cisplatine

envers les cellules hormone-dépendantes du cancer du sein.

Dans la présente étude, nous avons étudié I’activité antitumorale du VP-128
in vitro et in vivo contre le cancer de 1’ovaire. Avec des souris nues avec xénogreffes de
cancer ovarien, le VP-128 présentait une activité sélective a I’égard des tumeurs
hormone-dépendantes et a démontré une plus grande efficacité que le cisplatine a inhiber
la croissance tumorale. De méme, in vitro, la transfection transitoire du récepteur des
estrogenes-o. (ERa) dans des cellules A2780 ERa-négatives a permis d’augmenter leur
sensibilité a I'apoptose induite par le VP-128, ce qui confirme la sélectivité du VP-128
envers les cellules tumorales hormone-dépendantes. En accord avec ces résultats, une
analyse par immunobuvardage de type Western a révélé que le VP-128 a induit une
quantité supérieure de clivage de la caspase-9, caspase-3, et de poly (ADP-ribose)
polymérase, des marqueurs biochimiques de 1’apoptose, lorsque comparé avec le
cisplatine. L’activation d’un mécanisme d’apoptose caspase-indépendante a également
été observée dans des cellules A2780 ERa-négatives, lesquelles le VP-128 induit
rapidement la translocation de la protéine « apoptosis-inducing factor » vers le noyau.
A P’inverse, la localisation subcellulaire de la protéine « apoptosis-inducing factor » n’a
pas été modifiée dans les cellules OVCAR-3 ERa-positives. Nous avons aussi découvert
que le VP-128 induit I’autophagie dans les cellules du cancer de 1’ovaire en raison de la
formation d’organites acides vésiculaires (AVOs) et d’une augmentation du niveau de la
protéine Light Chain 3B-II, responsable de la formation des autophagosomes. Les voies
de signalisation liées a I’autophagie (AKT et mTOR) ont également été régulées a la
baisse, soutenant ainsi la présence de ce mécanisme. Considérant ce fait, I’inhibition de
’autophagie par I’utilisation de la chloroquine a permis d’augmenter I’efficacité du
VP-128 et indique une possibilité de faire de la thérapie combinée dans une optique

clinique.
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Ensemble, ces résultats mettent en évidence la valeur bénéfique du VP-128 pour le
traitement des cancers de I’ovaire hormone-dépendants et fournissent une preuve

préliminaire de concept pour un ciblage efficace du ERa par notre hybride estradiol-

platine contre ce type de tumeurs féminines.
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2.3 Article complet (anglais) : ERa-targeted therapy in ovarian cancer cells by a
novel estradiol-platinum(II) hybrid

Abstract

As we previously showed, we have synthesized a new family of 17B-estradiol-
platinum(II) hybrids. Earlier studies revealed the VP-128 hybrid to show high efficiency
compared with cisplatin toward hormone-dependent breast cancer cells. In the present
research, we have studied the antitumor activitif of VP-128 in vitro and in vivo against
ovarian cancer. In nude mice with ovarian xenografts, VP-128 displayed selective
activity toward hormone-dependent tumors and showed higher efficiency than cisplatin
to inhibit tumor growth. Similarly, in vitro, transient transfection of estrogen receptor
(ER)-a in ERa-negative A2780 cells increased their sensitivity to VP-128-induced
apoptosis, confirming the selectivity of VP-128 toward hormone-dependent tumor cells.
In agreement, Western blot analysis revealed that VP-128 induced higher caspase-9,
caspase-3, and poly (ADP-ribose) polymerase cleavage compared with cisplatin.
The activation of caspase-independent apoptosis was also observed in ERa-negative
A2780 cells, in which VP-128 rapidly induced the translocation of apoptosis-inducing
factor to the nucleus. Conversely, subcellular localization of apoptosis-inducing factor
was not modified in ERa-positive Ovcar-3 cells. We also discovered that VP-128
induces autophagy in ovarian cancer cells because of the formation of acidic vesicular
organelles (AVOs) and increase of Light Chain 3B-II protein responsible for the
formation of autophagosomes; pathways related to autophagy (AKT and mammalian
target of rapamycin) were also down-regulated, supporting this mechanism. Finally, the
inhibition of autophagy using chloroquine increased VP-128 efficiency, indicating a
possible combination therapy. Altogether these results highlight the beneficial value of
VP-128 for the treatment of hormone-dependent ovarian cancers and provide
preliminary proof of concept for the efficient targeting of ERa- by 17B-estradiol-Pt(1I)-
linked chemotherapeutic hybrids in these tumors.
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Introduction

In North America, ovarian cancer accounts for one fifth of gynecological cancer
and is the fifth leading cause of cancer death among women (1-4). Among
gynecological cancers, the majority overexpress the estrogen receptors (ER; mainly
ERa) as compared with normal tissues (4—7) and many can be classified as hormone
dependent. Estrogen binds to its receptor, ERa/B, which then translocates from the
cytoplasm to the nucleus to act as a transcription factor (8—10). Estrogen in ovarian
cancer has high probabilities to promote cellular proliferation, malignancy, and
neoplastic transformation (7, 11). Thus, using ERs as a biological target may provide a
useful tool for the development of endocrine therapies and has already been validated

with drugs such as tamoxifen (3, 12).

During the last decades, the most active chemotherapeutic drugs used in ovarian
cancer have been platinum drugs, cisplatin, and carboplatin (13). Cisplatin [cis-
diamminedichloroplatinum(II)] acts on fast-growing cells, a common characteristic of
cancer cells, by intercalating into DNA, stopping cell division, and then ultimately
leading to cell death (14). It is well known that platinum drugs are potent apoptosis
inducers (15). Apoptosis is characterized by morphological changes such as cytoplasmic
condensation and fragmentation of DNA at specific sites forming apoptotic bodies (16).
However, it has been recently shown that cisplatin can also trigger autophagy (17).
Autophagy is characterized by the presence of autophagic vacuoles in cytoplasm and the
enlargement of Golgi and endoplasmic reticulum. Autophagy normally occurs during
nutrient starvation for recycling but can also occur without needing starvation upon
treatment of platinum compounds (16). Its mechanism consists of formation of
membrane of the autophagosome around damaged organelles and proteins after fusion
with lysosome, leading to the degradation of the items for recycling (18). In cancer cells,
autophagy induced by chemotherapeutic drugs is often considered as chemoprotective,
suggesting it could be implicated in chemoresistance. In agreement, inhibition of
autophagy in several of these cancer cells improves efficiency of cisplatin for the

induction of apoptosis (18-21).
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The presence of severe side effects such as nephrotoxicity and hematotoxicity is
the main drawback of platinum analogues due to the absence of selectivity toward
cancer cells (22-25). Because the estrogen receptor (ERa) is highly expressed in
hormone-dependent ovarian cancer, 17B-estradiol (E2) used as a carrier molecule of
cisplatin could increase selectivity and efficiency of the drug. We have recently reported
the synthesis of a new family of E2-platinum(II) hybrids (26, 27). Previous studies
revealed that one of these hybrids, VP-128, showed high efficiency compared with
cisplatin toward breast cancer cells and was also selective toward ERa+ breast cancer
xenografts in nude mice (28). In the present study, we have investigated for the first
time, in vitro and in vivo, the antitumor activity of VP-128 using human ERa-positive
(Ovcar-3, Skov-3) and ERa-negative (A2780 and A2780CP-cisplatin resistant variant)
ovarian cancer cells. We have also investigated the mode of action of VP-128 in ovarian

cancer cells to induce apoptosis and autophagy.

Materials and methods
Cell culture

Human ovarian cancer cell lines Skov-3 (HTB-77) (ERa positive) and
NIH:Ovcar-3 (HTB-161) (ERa positive) were obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, Virginia); A2780 (ERa negative) and A2780CP (ERa
negative/cisplatin resistant) were kindly provided by Dr G. Peter Raaphorst (Ottawa
Regional Cancer Center, Ottawa, Canada). TOV-21G (ERa negative) and TOV-112D
(ERa negative) were kindly provided by Dr Anne-Marie Mes-Masson (Centre de
Recherche du Center Hospitalier de L'Université de Montréal, Montréal, Canada).
The Skov-3 cell line was maintained in McCoy's medium containing 10% fetal growth
serum and 50 pg/mL gentamycin; Ovcar-3 was maintained in RPMI-1640 medium
containing 10% fetal bovine serum and 50 pg/mL gentamycin; A2780 and A2780CP cell
lines were maintained in DMEM-F12 medium containing 2% bovine growth serum and
50 pg/mL gentamycin; TOV-21G and TOV-112D were maintained in ovarian surface
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epithelial medium containing 10% fetal growth serum, 50 pg/ml. gentamycin, and
0.5 pg/mlL amphotericin B. The cells were maintained at 37°C with 5% CO2.

Antibodies and reagents

All primary antibodies (see Supplemental Table 1, published on The Endocrine
Society's Journals Online web site at http://endo.endojournals.org) were obtained

from Cell Signaling Technology (Beverly, Massachusetts) except for ERa (Ab-16

from Neomarkers, Thermo Fisher Scientific, Fremont, California) and loading
control glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; Abcam, Cambridge,
Massachusetts) and B-actin (Sigma, St Louis, Missouri). Secondary antibodies and
horseradish peroxidase-conjugated goat antirabbit was from Bio-Rad Laboratories
(Mississauga, Ontario, Canada) and horseradish peroxidase-conjugated goat antimouse
from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, Pennsylvania). Cisplatin and
acridine orange were purchased from Sigma, the annexin V/PI apoptosis kit was
purchased from Invitrogen (Burlington, Ontario, Canada), chloroquine diphosphate salt
was purchased from Sigma, and the 17B-estradiol-platinum(Il) hybrid VP-128 was
synthesized using our most recent methodology and purified by chromatography

[Descoteaux et al (26)].

Drug treatments

Skov-3, Ovcar-3, A2780, and A2780CP cells were seeded in 100-mm3 petri
dishes (5 x 105 Skov-3 cells, 5 x 105 Ovcar-3 cells, 3 x 105 TOV-21G cells, 4 x 105
TOV-112D cells, and 4.5 x 105 A2780/A2780CP cells per dish). The following day,
cells were pretreated or not with chloroquine diphosphate salt for 1 hour, followed by
treatment with increasing concentrations of cisplatin or VP-128 (0, 1, 5 or 10 pM) for
the indicated time periods (8 or 12 hours). Treatments were done in full estrogenic
medium including phenol red and complete fetal bovine serum/bovine growth serum.

Adherent and floating cells were collected.
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Measurement of annexin V/PI cells

Fluorescein isothiocyanate annexin V/dead cell apoptosis kit (Molecular Probes
Inc, Eugene, Oregon) was used according to the manufacturer's instructions. Briefly, the
treated cells were collected, washed with PBS, and then diluted in 1x annexin binding
buffer (100 pL). For each sample, 5 pL of annexin V and 1 pL of propidium iodide were
added to the cell suspension and then incubated 15 minutes at room temperature.
After incubation time, an additional 100 pL of the annexin binding buffer was added to
each sample for a total of 200 pL. Samples were analyzed (6000—10 000 events) using
a Beckman Coulter flow cytometer Cytomics FC500 (Beckman Coulter, Mississauga,
Ontario, Canada). Analyses were performed using Kaluza software (version 1.1;
Beckman Coulter).

Transient transfection

A2780 ovarian cancer cells were transiently transfected using Lipofectamine
2000 (Invitrogen) and 4 pg of selected plasmids. pVP16-ERa (Addgene plasmid 11351)
was kindly provided by Dr Donald P. McDonnell (29). Briefly, cells were transiently
transfected with pVP-empty or pVP-ERa plasmids using Lipofectamine 2000
(Invitrogen) for 6 hours, and the media were then replaced and cells were let to recover

for 18 hours before harvesting.

Lentiviral transfection

Lentiviral particles were produced using the lenti-X HTX packaging system and
human embryonic kidney-293T cells from CLONTECH Laboratories (Mountain View,
California). MISSION pLKO.1-puro nontarget short hairpin RNA (shRNA) control
plasmid and 5 different MISSION shRNA constructs targeting ERa from Sigma-Aldrich
(St Louis, Missouri) were used for the production of the lentiviral particles. Skov-3
ovarian cancer cells were then stably transfected with supernatant containing lentiviral

particles of various shRNA constructs for 24 hours, and the media were then replaced
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and the cells were let to recover for 24 hours. The selection of the cells was then made

using puromycin at 0.75 pg/mL for 5 days.

Hoescht nuclear staining

The treated cells were collected, washed twice in PBS, resuspended at an
approximate density of 2 x 10° cells/mL in PBS containing Hoechst 33258 (Sigma), and
incubated for 24 hours at 4°C before fluorescence microscopy analysis of the apoptotic
cells. At least 200 cells were counted for each sample, and a percentage of apoptotic
cells was calculated as the ratio of apoptotic cells (with characteristic apoptotic

morphology such as nuclear shrinkage and condensation) to total cell count.

RNA extraction and RT-PCR

Total RNA was isolated from cells using the TRIzol reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer's instructions. First-strand ¢cDNA was synthesized from
0.4 pg RNA using Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen).
Primers for PCR amplification were as follows: 5'-GTGCCTGGCTAGAGATCCTG-3’
(sense) and S5'-AGAGACTTCAGGGTGCTGGA-3' (antisense) for ERa; 5'-
GAGGATCTTCATGAGGTAGTCTGTCAGGTC-3’ (sense) and 5'-
CAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCA-3' (antisense) for PB-actin. PCRs
were conducted in a MJ Research (Waltham, Massachusetts) thermal cycler (model
PTC-100) using the following parameters: 30 seconds at 94°C, 30 seconds at 66°C, and
1 minute at 72°C for 40 cycles (ERa) and 30 seconds at 94°C, 30 seconds at 58°C, and
1 minute at 72°C for 25 cycles (B-actin). The reaction mixture was size separated on an
agarose gel and visualized using SYBR-Safe (Invitrogen) staining upon UV

transillumination.
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Western blot

Treated cells were washed with PBS and submitted to lysis in cold
radioimmunoprecipitation assay buffer containing protease inhibitors (Complete;
Roche Applied Science, Laval, Québec, Canada) followed by 3 freeze-thaw cycles.
Equal amounts of cell lysates, determined using a Bio-Rad DC protein assay (Bio-Rad
Laboratories), were separated onto polyacrylamide gels (8%—15%) and then transferred
onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories). Membranes were blocked in
5% milk, PBS 1x, 0.06% Tween 20 for 1 hour at room temperature, probed with a
primary antibody, washed in PBS 1%, 0.06% Tween 20, and incubated with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (Bio-Rad Laboratories). Detection was
performed using a SuperSignal West Femto substrate (Thermo Fisher Scientific,
‘Nepean, Ontario, Canada), as described by the manufacturer using UVP bioimaging
systems. Densitometry was done using Quantity One software, version 4.6.9 (Bio-Rad

Laboratories).

Subcellular fractionation

NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction reagent (Thermo Fisher Scientific,
Nepean, Ontario, Canada) was used according to the manufacturer's instructions.
The cytoplasmic proteins were collected using CERI and II reagents, whereas proteins
from the nucleus were collected using the NER reagent. GAPDH was used as a
loading/purity control for cytoplasmic proteins, whereas poly(ADP-ribose) polymerase

(PARP) was used for nuclear proteins.

Immunofluorescence

Treated cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 minutes at
room temperature, rinsed in PBS, and then processed for immunostaining. Cells were
blocked with protein block solution from Dako (Burlington, Ontario, Canada).
Cells were then rinsed in PBS, incubated with a polyclonal antirabbit apoptosis-inducing

factor (AIF) or negative control IgG (Vector Laboratories, Burlington, Ontario, Canada)
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for 1 hour, rinsed in PBS, and then incubated with the secondary antibody, donkey
antirabbit IgG conjugated to Alexa Fluor 488 (Invitrogen) for 30 minutes. Cells were
then incubated with rhodamine-phalloidin (Molecular Probes) for 20 minutes to stain
actin microfilaments. The slides were washed once in PBS and counterstained with
Hoechst nuclear dye for 5 minutes followed by 2 rinses in water. The sections were
mounted in 0.1% P-phenylene diamine in 50% glycerol, and photomicrographs were

taken with a Zeiss Axio Observer microscope (Carl Zeiss, Toronto, Canada).

Acridine orange

The treated cells were stained with 0.5 pg/mL acridine orange (Sigma) in
complete medium at 37°C for 15 minutes. After the incubation, samples were collected
and then analyzed (6000—10 000 events) using a Beckman Coulter flow cytometer
Cytomics FC500. Analyses were performed using CXP software (Beckman Coulter).

In vivo experiments

All animal protocols were approved by the Université du Québec a
Trois-Rivieres Animal Care Committee. Subcutaneous tumor xenografts of human
cancer cells were established in 6-week-old female CD-1 nude mice (Charles River
Laboratories, Lasalle, Québec, Canada) by injection of 10 x 106 cells in 100 pL of
2 mg/mL Matrigel (VWR, Mississauga, Ontario, Canada) at both flanks near the
posterior legs. The mice used were not ovariectomized for these experiments. Starting
on the day of xenografts, mice inoculated with hormone-dependent Ovcar-3 tumor cells
received a sc injection of E2 (0.15 mg/animal) at 3-day intervals to prime tumor growth.
These injections of E2 were continued once the treatments with anticancer drugs were
initiated. For each animal, the tumor size was measured twice a week using calipers.
The tumor volume was calculated using the following formula: 0.5 x length x (width)?

(75).



77

Treatments with anticancer drugs were initiated when the tumors derived from a
given cell line reached a mean volume of 100 mm?® (day 0). Mice received ip injections
of either VP-128 or cisplatin (0.00615 mmol/kg) or control (vehicle) solution
(5% Cremophor (Sigma), 5% ethanol diluted in 0.9% sodium chloride), at 3-day interval
starting at day 0. Animals were also weighed twice a week, starting at day 0. Mice were
killed after 21 days; at that time, tumor size had not grown greater than 2500 mm>.
Mice were subjected to macroscopic examination at the time of necropsy, but no

detectable abnormality was noted.

Statistical analyses

The data were subjected to 1-way ANOVA (PRISM software, version 5.00;
GraphPad, San Diego, California). Differences between experimental groups were

determined by the Tukey's test. Statistical significance was accepted when P <.05.

Results
ERa enhances VP-128 activity in ovarian cancer cell line

A2780 (ERa-) were transiently transfected with pVP16-ERa to overexpress the
estrogen receptor alpha (ERa). Skov-3 (ERa+) were stably transfected with lentiviral
particles containing shRNA of Estrogen Receptor-a to knockdown the estrogen receptor
alpha. Expression of ERa mRNA and protein compared with A2780 and Skov-3 wild
type and empty vector confirm the presence or absence of the estrogen receptor post-
transfection (Figure 2.1A-B). Analyses of Hoescht staining were performed to observe
morphological changes of apoptotic cells induced by E,-Pt(I) hybrid (VP-128) and
cisplatin in empty A2780 (ERa-) or Skov-3 (ERo+) and transfected A2780 (ERat) or
Skov-3 (ERa-) (Figure 2.1A-B). We observed that VP-128 dramatically induced more
apoptosis (more than 2 fold) in transfected A2780 (ERa+) than in empty A2780 (ERa-)
showing a selectivity and improved efficiency towards cells possessing its target (ERa).

Similar results happens in shRNA ERa #4-5 Skov-3 (ERa-) where VP-128 induced
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significantly less apoptosis (more than 2 fold) than in non-target sShARNA Skov-3 (ERa+)
Cisplatin showed no significant increase of apoptosis in presence or absence of ERa
showing no selectivity using this drug. VP-128 is also more efficient than cisplatin to
induce apoptosis in presence/absence of its target (ERa). This is shown by the drug
concentration required for VP-128 (1 uM) compared to cisplatin (5 uM) to induce
more efficiently cell death in chemosensitive A2780 (ERa-/+) ovarian cancer cells
(Figure 2.1A). The same situation can be observed in chemoresistant Skov-3 (ERa-/+)
ovarian cancer cells where 10 uM is used with VP-128 when compared with 20 uM
used for cisplatin. Altogether, these results suggest that VP-128 is more efficient against
ovarian cancer cells possessing its target, ERa, but also effective against ERa-negative
cancer cells suggesting it may use different mechanisms of action than its base

compound, cisplatin.
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Enhanced action of VP-128 following overexpression of ERa
in ovarian cancer cell line A2780 in vitro.

(A) A2780 cells were transiently transfected with pVP-empty or
pVP-ERa plasmids using Lipofectamine 2000 for 6 h, media was then
replaced and cells were let to recover for 18 h. Expression of Estrogen
Receptor-a, as evaluated by RT-PCR and western blot analysis, on total
RNA and protein collected 24 h post-transfection. Transfected cells were
seeded in 6-well plates, treated with VP-128 (1 uM) or Cisplatin (5 uM)
for 12 h. (B) Skov-3 cells were stably transfected with lentiviral particles
containing shRNA of Estrogen Receptor-a. Expression of Estrogen
Receptor-a, as evaluated by RT-PCR and western blot analysis, on total
RNA and protein collected. Transfected cells were seeded in 6-well
plates, treated with VP-128 (10 uM) or Cisplatin (20 pM) for 24 h.
After corresponding treatment, cells were collected and stained with
Hoescht 33258 for evaluation of apoptosis induction by nuclear staining.
Results are mean + S.E.M. of three independent experiments. *P < 0.05
compared with corresponding mock-treated cells. 1P <0.0001 compared
with corresponding empty vector cells.
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Enhanced antitumor activity using VP-128 in vivo towards hormone-dependent
ovarian cancer xenografts when compared with its basic compound, cisplatin

Nude mice bearing hormone-dependant Ovcar-3 (ERat) (30) or hormone-
independent A2780 and A2780CP (ERa-) subcutaneous ovarian cancer cells xenografts
were used to evaluate the efficacy of VP-128 to reduce tumour size in vivo. VP-128
administered to mice effectively suppressed the progression of hormone-dependent
resistant derived from Ovcar-3 cells (Figure 2.2A), —independent sensitive derived from
A2780 cells (Figure 2.2B) as well as -independent resistant derived from A2780CP
(Figure 2.2C) tumours in vivo, indicating that VP-128 can apply anti-tumour activity
over the three types of ovarian cancer cells in vivo. Interestingly, VP-128 suppressed the
progression of cisplatin-resistant tumours derived from Ovcar-3 (Figure 2.2A) and
A2780CP cells (Figure 2.2C) more efficiently than cisplatin indicating its competence
against platinum resistant tumours. It is also very interesting to notice that VP-128
efficiently reduced tumour size when compared to cisplatin only in the case of ERo+
cells (Ovcar-3, Figure 2.2A), demonstrating the increased efficacy and selectivity of the
estradiol-platinum complex compared with cisplatin to treat hormone-dependent
tumours. At the concentrations used, animals treated with VP-128 or cisplatin did not
suffer any weight loss (Figure 2.2A-B-C). No visible sign of toxic side effects were
apparent, both during the administration of drug and upon examination of all organs at
the time of necropsy. Treatment on nude mice bearing A2780CP cells (Figure 2.2C) was
stopped at 14 day because of the tumor size which was too big for the mice. We also
carried out a complete histological examination on brain, heart, liver, lung, spleen,
stomach, uterus and ovary tissues that were processed by a pathologist of the Institute
for research in immunology and cancer (Montreal, Canada) according to standard
procedures (i.e. fixation, embedding, sectioning at 2-3 microns and regular H&E
staining) (Data not shown). The only significant lesions that were found were a
malignant lymphoma arising in the spleen with dissemination of lymphoma cells to the
liver in animal no. 2 (normal control) and a mild to moderate renal tubule regeneration
in animal 3 & 4 (Cisplatin treated group). As for VP128, no significant tissue alteration
could be observed. The finding of a spleen lymphoma in mice is not an unusual event

since it is observed every so often (31-33). Renal tubular regeneration is sometimes
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associated with aging but presuming the mice were all the same age it points to a role of

Cisplatin in the development of these lesions.
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Figure 2.2 Improvement of antitumor activity using VP-128 compared with

its basic compound cisplatin towards ERa-positive chemoresistant
ovarian cancer cells in vivo.
(A) ERa-positive chemoresistant ovarian cancer cell line Ovcar-3,
(B) ERa-negative chemosensitive ovarian cancer cell line A2780 and
(C) ERa-negative cisplatin resistant ovarian cancer cell line A2780CP
were inoculated subcutaneously in the flanks of CD-1 nude mice.
When tumours reached a mean volume of 100 mm® (day 0), mice
received i.p. injections of either VP-128 or Cisplatin (0.00615 mmol/kg)
or control (mock treatment), at 3-days interval. Tumour volume was
measured routinely using callipers; tumour size at day 0 of treatment
corresponds to 100%. Mice weight was determined twice a week; weight
at day 0 corresponds to 100%. Results are mean + S.E.M. of the indicated
number of mice per group. *P <0.01 VP-128 compared with control-
treated and cisplatin-treated tumours. TP < 0.0001 VP-128 compared with
control-treated tumours only.

VP-128 induces apoptosis by activating caspase mechanisms

Cisplatin is known for activating caspase mechanisms to induce apoptosis in
ovarian cancer cells (34). Our results showed that after only 12 h treatment, VP-128

induced caspase-3 and -9 cleavage/activation in all six model cell lines (Figure 2.3A-F).
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TOV-21G and TOV-112D are ERa- ovarian cancer cells (Data not shown) and we
considered them chemosensitive because of the low dose required to induce caspases
cleavage with chemotherapeutic drugs. VP-128 also induced poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP) cleavage/degradation in all cell lines (Figure 2.3A-F). These are
all markers of caspase-dependent apoptosis. Cisplatin showed significant increase of
cleaved caspase-3 and -9 and PARP levels only in chemosensitive A2780 cells
(Figure 2.3C), which are sensitive to cisplatin drug (35). Cisplatin did not significantly
induce caspase cleavage in the other resistant cell lines (Figure 2.3A-B-D), probably
because of the short treatment time (12 h). Chemoresistant ovarian cancer cells Ovcar-3
(Figure 2.3A) only had a low level of cleaved caspase-9 while Skov-3 (Figure 2.3B)
shows low level of cleaved parp when treated with 10uM cisplatin. VP-128 was also
efficient at 1 uM of VP-128 only in ovarian cancer cells A2780, TOV-21G and
TOV-112D (Figure 2.3C-E-F) because of their chemosensitivy to platinum compound
when compared to the chemoresistant ovarian cancer cell lines. Parp cleavage is a direct
action of cleaved caspases required for apoptosis (36, 37) and these results suggest that
VP-128 induces apoptosis in a caspase-dependent manner and is more efficient than

cisplatin to induce apoptotic cell death.
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VP-128 and Cisplatin activate caspase-dependant mechanisms

VP-128 activates caspase-independent apoptosis in ERa- A2780 cells

Cisplatin can also induce apoptosis in ovarian cancer cells by activating a caspase-

independent pathway involving apoptosis-inducing factor (AIF) (38). AIF induces

apoptosis by its translocation from the mitochondria to the nucleus where it induces

chromatin condensation and DNA fragmentation (39). Only VP-128 induced an
increase of total AIF levels in both Ovcar-3 (ERa+) (Figure 2.4A) and A2780 (ERa-)
(Figure 2.4B) cells after 8 h treatment. However, VP-128 induced AIF translocation to

Cl. casp.-3
Cl. PARP

B-actin
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the nucleus only in A2780 (ERa-) (Figure 2.4B) suggesting that VP-128 triggers AIF
translocation in ERa- ovarian cell lines to induce apoptosis using a complementary
pathway. We also have verified by treating our cells up to 12 hrs and no translocation
occurred in Ovcar-3 (ERa+) (Data not shown). It is also important to consider that
PARP is also cleaved with VP-128 in A2780 (ERa-).

A. Ovcar-3 (ERa-positive) B. A2780 (ERa-negative)
- - - Cispl : Motk Cispl VP-128 - - - Cispl Mock Cispl VP-128
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Figure 2.4  VP-128 activate caspase-independent apoptosis in ERa-negative
A2780 cells.
(A) Ovcar-3 (ERa-positive) and (B) A2780 (ERa-negative) cells were
treated with 10 pM Cisplatin or VP-128 for 8 h. Total levels of AIF were
determined using western blot analysis. Subcellular localization of AIF
was determined using fractionation followed by western blot analysis.
GAPDH and PARP were used as controls for purity and loading of
cytosolic and nuclear fractions respectively. Localization of AIF in
treated cells was visualized using immunofluorescence analysis. Actin
was stained using phalloidin rhodamin dye. Nuclei were counterstained
using Hoechst dye. Low level of PARP is due to high level of apoptosis
and difficulty to obtain high level of protein from the nucleus.
Magnification: 630X. Results shown are representative of three
independent experiments.

VP-128 induces autophagy in ovarian cancer cells

Autophagy occurs by the formation of autophagosome and then by the fusion with
lysosome leading to acidic vesicular organelles (AVOs) called autophagolysosomes

which is a common characteristic of autophagic cell (40). We used acridine orange, a
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lysosomotropic agent capable of staining AVOs, to rapidly quantify induction of
autophagy (41). We stained ovarian cancer cells treated with VP-128 and cisplatin and
analysed the expression of red fluorescence, quantifying AVOs, by flow cytometry.
Results showed that red fluorescence (FL3) increased in Ovcar-3 and Skov-3 (ERa+t)
(Figure 2.5A-B) after 12 h treatment. Red fluorescence also increased after 8 h in A2780
and A2780CP (ERa-) (Figure 2.5C-D) indicating increase of AVOs, meaning induction
of autophagy. No significant increase of red fluorescence was observed after 12 h in
A2780 and A2780CP (ERa-) (Data not shown) because of the high level of apoptosis
present at this time of the treatment compared with resistant cell lines Ovcar-3 and

Skov-3 (ERa+) (Figure 2.5A-B).
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Figure 2.5 Formation of AVOs in VP-128 treated ovarian cancer cells.

Ovarian cancer cell lines (A) Ovcar-3, (B) Skov-3 (ERa-positive) and
(CY(D) A2780/CP (ERa-negative) were treated with 10 pM Cisplatin
or VP-128 for 12 h (A)(B) or 8 h (C)(D). Green(FL1) and red(FL3)
fluorescence from acridine orange staining was detected by FACS
analysis. Results shown are representative of three independent
experiments.

Following this analysis, we observed the expression of Beclin-1 and LC3B.

Beclin-1 and

LC3B are proteins related to formation of autophagosome leading

eventually to autophagy (42). LC3B I is related to the formation of the autophagosome

by converting

its LC3B-I form to LC3B-II through lipidation of the protein. Our results

showed that Beclin-1 protein level decreased lightly after VP-128 treatment in some cell
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lines, but not significantly (Figure 2.6A-B-C-D). Nonetheless, VP-128 highly increased
the level of LC3B-II for all cell lines (4-25x) (Figure 2.6A-B-C-D) indicating formation
of autophagosome leading to autophagy. LC3B-II increase correlated with decrease of
LC3B-I form in all ovarian cancer cells treated with VP-128 (Figure 2.6A-B-C-D).
Conversion of LC3B-I to LC3B-II after treatment with VP-128 suggests that autophagy
is induced in these ovarian cancer cells treated with VP-128 and is in agreement with the

formation of AVOs (Figure 2.5).
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Figure 2.6  VP-128 activates autophagosome mechanisms in ovarian cancer cells
in vitro.
Ovarian cancer cell lines (A) Ovcar-3, (B) Skov-3 (ERa-positive)
and (C)Y(D) A2780/CP (ERa-negative) were treated with increasing
concentrations of VP-128 or Cisplatin (0, 1 or 10 uM) for 12 h.
The levels of autophagosome —specific proteins Beclin -1 and LC3B-I/11
were determined in treated cells using western blot analysis. B-Actin was
used as a loading control. Results shown are representative of three
independent experiments. (E-H) Densitometry of LC3B-II normalized
with B-Actin on ovarian cancer cell lines. Results are mean + S.E.M. of
three independent experiments. *P < 0.05 compared with corresponding
mock-treated cells.

AKT and mTor pathways are involved in VP-128 induced-autophagy

It has been reported previously that AKT and mTor pathways regulate negatively
autophagy (43). mTor regulates it directly while PI3K/AKT pathway is an upstream
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regulator of mTor (44). We decided to analyse these regulators of autophagy by Western
blot (Figure 2.7). All ovarian cancer cell lines treated with VP-128 showed decrease of
phosphorylated (active) AKT and mTor (Figure 2.7A-B-C-D). Ovcar-3 and Skov-3
cancer cells did not showed a significant decrease of p-AKT (Figure 2.7E-F) probably
because of their resistance to chemotherapy on a short time period. Total AKT level is
also decreased suggesting that it consequently decrease p-AKT level (Figure 2.7A-B-C-
D). Total mTor decreased in Skov-3, A2780 and A2780CP (Figure 2.7B-C-D)
suggesting again its relation with decrease of p-mTor. Downregulation of these
pathways correlated with induction of autophagy by VP-128 in ovarian cancer cells.
Cisplatin did not decrease level of AKT and mTor proteins also suggesting that VP-128
may acts faster than cisplatin (45, 46).
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Figure 2.7  VP-128 inhibits Akt/mTor pathways to induce apoptosis and

autophagy mechanisms.

Ovarian cancer cell lines (A) Ovcar-3, (B) Skov-3 (ERa-positive) and
(C)(D) A2780/CP (ERa-negative) were treated with increasing
concentrations of VP-128 or Cisplatin (0, 1 or 10 uM) for 12 h.
The levels of phosphorylation/activity of AKT and mTor were
determined in treated cells using western blot analysis. B-Actin and
GAPDH were used as loading controls. Results shown are representative
of three independent experiments. (E-L) Densitometry of p-AKT
(normalized with B-Actin) and p-mTor (normalized with GAPDH) on
ovarian cancer cell lines. Results are mean + S.E.M. of three independent
experiments. ¥*P < (0.05 compared with corresponding mock-treated cells.

Inhibition of autophagy improve VP-128 efficiency

Autophagy occurring in cancer cells may either induce cytoprotection or cell death

depending on various factors (47). Our results showed that autophagy is induced in
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ovarian cancer cells treated with VP-128 (Figure 2.5-Figure 2.6-Figure 2.7) and we
wanted to know if the autophagy induced by our hybrid is either promoting cell survival
or cell death. We decided to use chloroquine diphosphate salt, a lysosomotropic agent
capable of inhibiting autophagy of cancer cells. By inhibiting autophagy via pre-
treatment of cells with chloroquine, we observed an increase of 10-20% apoptosis
induced to Skov-3 cells treated for 12 h (Figure 2.8A) or A2780 cells treated for 8 h
(Figure 2.8B). This increase of apoptosis after inhibition of autophagy indicates a
chemoprotective effect of autophagy induced by VP-128. To further investigate, we also
looked at markers of apoptosis, cleaved caspase 3;9 and cleaved PARP, by western blot
analysis (Figure 2.8C-D). We can observe a light increase of these markers when we
pre-treated cancer cells with chloroquine in combination with VP-128. To confirm
induction of autophagy by VP-128 and its inhibition by chloroquine, we analysed
LC3B-II by western blot analysis (Figure 2.8C-D). Without using chloroquine, only
cells treated with VP-128 showed an increase of LC3B-II. By doing pre-treatment with
chloroquine, accumulation of LC3B-II is observable in mock, cisplatin and VP-128
treated ovarian cancer cells indicating its incapacity to degrade autophagosomes thus
confirming the inhibition. Chloroquine inhibits autophagy at his late phase after the
formation of autophagosomes by targeting lysosomal degradation explaining the

accumulation of LC3B-II in the western blotting experiment (48-50).
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Figure 2.8  Inhibition of autophagy enhances VP-128 toxicity.
Ovarian cancer cell lines (A)(C) Skov-3 (ERa-positive) and (B)(D)
A2780 (ERa-negative) were treated with VP-128 or Cisplatin (0 or
10 pM) for 12 h (A)(C) or 8 h (B)(D). (A-B) Annexin V and PI staining
was detected by FACS analysis. (C-D) The levels of proteins were
determined in treated cells using western blot analysis. B-Actin was used
as loading control. Results shown are representative of three independent

experiments.

Discussion

Our previous study revealed that VP-128 has selectivity toward hormone-
dependent breast cancer cell lines and higher antitumor activity in vitro and in vivo than
its reference compound, cisplatin (28, 51). In this study, we have investigated if VP-128
was also efficient and more potent than cisplatin against another potential hormone-
dependent cancer, ovarian cancer. We chose to use 10 pM of cisplatin based on previous
publications from our laboratory (28, 52, 53). To better compare the effect of VP-128
with its base compound, cisplatin, we decided to use the same molar concentration

during treatments considering the presence of a single coordinated platinum molecule in



92

both compounds. We have verified the antitumor activity of VP-128 in vifro and our
hybrid was once again more efficient than cisplatin to induce apoptosis in ERa+ but also
in ERa- ovarian cancer cell lines. We have previously shown that VP-128 has more
affinity for ERa than cisplatin (26) leading to selectivity toward hormone dependent
cancer cells such as breast cancer cells (28). Indeed, transiently transfected ERo+
ovarian cancer cell line A2780 has shown an increase in apoptotic index in response to
VP-128 compared to cisplatin. The same event happens in the SKOV-3 shRNA ERa
(ERa-) ovarian cancer cell line where VP-128 apoptotic activity decreases more than 2
fold when its target (ERa) is knocked down. This high efficiency in presence of our drug
target (ERa) might be explained by the use of ERa which translocate to the nucleus once
linked with E,-ligand (9, 10). Transportation of the drug to the nucleus using E,-ligand
improves VP-128 ability to bind to DNA and also activate proliferation mechanisms
then leading to apoptosis because of the platinum portion (14, 28). However, in absence
of its target (ERa) in empty ERa- ovarian cancer cells lines A2780 and SKOV-3 shRNA
ERa, VP-128 is less efficient but still active and this may be a consequence of an easier
diffusion of VP-128 through the cell membrane due to the presence of a steroid moiety
(54, 55). By passing through the membrane, the VP-128 acts just like cisplatin as a
normal platinum compound without binding to the estrogen receptor alpha. Another
possible explanation is the presence of ERB in A2780 ovarian cancer cells (56). Indeed,
the estrogen ligand part of our hybrid also has attraction for the receptor sites on ERP
(26). However, it is important to consider that hormone-dependent cancer mainly
overexpress ERa which is our primary target (4, 6, 7). Overall, VP-128 was more potent
than cisplatin to induce apoptosis in ovarian cancer cells in vifro and presence of our

target (ERa) greatly improved its efficiency.

We have also tested VP-128 antitumour activity in vivo using xenografts from
ovarian cancer cells (Ovcar-3 ERa+, A2780 ERa- and A2780CP ERa-). 5 mg/kg is a
typical dose of cisplatin used for treating tumors in nude mice (57-59) and we decided to
convert it into mmol/kg because of the different molecular weight that cisplatin
(300,06 g/mol) and VP-128 (812,33 g/mol) does have to better compare their efficiency

in vivo. The concentration of 0,00615 mmol/kg was also the dose used in our previous
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publication of VP-128 on breast cancer (28). VP-128 and cisplatin were able to
similarly stop the growth of xenografts from sensitive ERa- ovarian cancer cells, A2780.
Growth of xenografts from resistant ERa- ovarian cancer cells A2780CP were stopped
more efficiently with VP-128 when compared with cisplatin. Again, VP-128 was
effective against cisplatin resistance, even in vivo. More interestingly, contrary to
cisplatin, VP-128 was strong enough to significantly lower tumor size of ERo+ ovarian
cancer cells Ovcar-3. No additional side effect, when compared with cisplatin at the
same concentration, was observed following the idea of lowering side effects of
chemotherapy via targeting toward cancer cells. This improved antitumor activity
toward ERa+ xenografts with VP-128, compared with cisplatin, supports the idea of an
ERa-dependent mode of action which is effective against hormone-dependent tumours
as it was previously demonstrated for hormone-dependent breast cancer xenografts (28).
High selectivity toward ERa+ cancer cells in vivo and less selectivity in vitro might be
associated to Ej-induced proliferation mechanisms from endogenous E, in ERo+
xenografts (60, 61). ERo+ xenografts are estrogen-dependent and VP-128 might
compete for its receptor because of the 17B-estradiol portion of the drug. Contrary to
ERa+ xenografts, ERa- xenografts do not require Es-induced proliferation and then,
VP-128 does not compete with E, for the receptor. It is also important to take into
consideration cancer cells resistance to cisplatin where A2780 (ERa-) is chemosensitive
and A2780CP (ERa-), Ovcar-3 (ERa+) are chemoresistant. VP-128 was still capable to
reduce tumour size of cisplatin-resistant Ovcar-3 (ERa+) xenografts, stop tumour
growth of cisplatin-resistant A2780CP (ERa-) more efficiently than cisplatin and stop
the growth of the cisplatin-sensitive A2780 (ERa-) similarly than cisplatin suggesting
again selectivity toward hormone-dependent ovarian cancer and capacity to overcome
cisplatin resistance. Nonetheless, the antitumor activity of VP-128 was improved in

ERa+ ovarian cancer cells in vivo.

Noteworthy, VP-128 seemed to be able to overcome cisplatin resistance in the
three resistant cancer cell lines studied (Ovcar-3, Skov-3 and A2780CP) in vitro by
inducing high level of cleaved caspase-3, -9 and PARP long before cisplatin. Same thing

occurs in vivo by reducing tumor size efficiently in hormone-dependent Ovcar-3
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xenografts (ERa+) and being more efficient than cisplatin with A2780CP xenografts
(ERa-). In the literature, it has been shown that cisplatin resistance might be related to
exportation of the drug outside the cells via efflux pumps and membrane transporters
(62, 63). Resistant ovarian cancer cell line A2780CP have an increased efflux rate of
cisplatin related to the increased protein concentration of ATPase transporter (ATP7A
and ATP7B) (62). The addition of a steroid portion (E;) on our hybrid, VP-128, makes
our drug larger and this may interfere with the efflux pumps mechanism by being unable

to be exported outside of the resistant ovarian cancer cells.

We have studied previously if estradiol-platinum(Il) hybrids family interacts with
DNA similarly to cisplatin. We confirmed that the hybrid could bind DNA duplex by
H-bonding network and guanine N7 sites similarly to cisplatin (64). We also made
preliminary pharmacokinetics experiment in vivo in our laboratory and results showed
that VP-128 seemed to be stable and was cleared similarly to cisplatin drug after
analysing blood samples at different time (0-6h) after the administration of
cisplatin/VP-128 to nude mice (Data not shown). To further examine VP-128
mechanism of action, we decided to study its ability to induce caspase-dependent
apoptosis. After only 12 h of treatment, VP-128 could already activate caspase pathways
(Cl.Casp 3, Cl.Casp 9 and Cl.Parp) whereas cisplatin only induce slight increase of these
apoptotic markers (65). This indicates that VP-128 had a faster rate of apoptosis
induction than cisplatin using the same concentration for both drugs. VP-128 acts
differently than cisplatin by inducing caspase-independent apoptosis in ERa- breast
cancer cells by releasing AIF from the mitochondria and then translocating it to the
nucleus (28). Again, in ovarian cancer cells, releases of AIF and accumulation to the
nucleus have only occurred in ERa- cell line, A2780, after treatment with VP-128
whereas cisplatin did not. Since our hybrid can bind ERpB with good affinity (26) and
that ERa- cancer cell lines (A2780) have a high ratio of ERP over ERa, the estradiol
portion of our hybrid might contribute to the release of AIF (66, 67) to induce caspase-
independent apoptosis. This shows that VP-128 acts via different apoptosis mechanisms

in presence and absence of ERa.
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Our present study indicates that VP-128 also induced autophagy in ovarian cancer
cells. An increase in autophagic vesicular organelles (AVOs) and LC3B-II form
occurred after treating cancer cells with VP-128 indicating the formation of
autophagosome which lead to autophagy (42). We have also investigated another marker
of autophagy, Beclin-1, which seemed to be slightly downregulated after treatment with
VP-128. Beclin-1 is a protein responsible for the initiation of autophagosome formation
involved earlier than LC3B in the process of autophagy (68). It has been previously
shown that autophagy is one of the initial responses of cancer cells under survival
condition. Severe stress induced to the cells will then inhibit autophagy by cleaving
proteins such as Beclin-1 leading to apoptosis (69, 70). The results obtained suggest that
Beclin-1 might be cleaved by caspases such as caspase-3 (71) after 12 h of treatement on
cancer cells. Caspase-3 was cleaved after 12 h of treatment following this hypothesis
suggesting that VP-128 induces autophagy followed by apoptotic cell death in ovarian
cancer cells. We finally explored pathways related to autophagy directly (mTor) and
indirectly (AKT) in order to verify if these were regulated negatively to induce
autophagy (43). Our results showed that these pathways were inhibited in almost all
ovarian cancer cell lines favouring autophagy induction. Including our hybrid VP-128,
several pharmaceuticals drugs induce high amount of autophagy in cancer cells in vitro,
including ERo antagonist Tamoxifen (72) and our base compound cisplatin (17).
Autophagy induced by these antitumor compounds thus favor chemoresistance in cancer
cells (73). We confirmed that this theory correlates with VP-128 actions because we
found out by inhibiting autophagy that VP-128 cytotoxicity was improved indicating the
chemoprotective effect of autophagy. Autophagy inhibition sensitizes cancer cells and
many publications are showing improvement of drug efficiency when combined with an
inhibitor of autophagy such as chloroquine (20, 74). Apoptosis and autophagy
mechanisms can be both activated by similar stressor such as chemotherapeutics drugs.
By activating both these processes, some kind of inhibitory crosstalk occurs against each
other and one of these two mechanisms will dominate (47). Thus, using an autophagy
inhibitor in combination with VP-128 could be used at our advantage to sensitize

ovarian cancer cells and increase apoptosis.
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In conclusion, the ability of the VP-128 to overcome chemoresistance and to
surpass cisplatin for the treatment of hormone-dependent (ERa+) ovarian cancer cells
in vivo and in vitro demonstrates the interesting potential of our E;-platinum(II) hybrid
as an anticancer agent. The fact that VP-128 does not increase cytotoxicity in vivo when
compared with its reference compound cisplatin also highlights the therapeutic value of
our hybrid. We have also shown that VP-128 does not only induce apoptosis but also
autophagy. Combining VP-128 with an autophagy inhibitor could increase the benefit of
this new and selective chemotherapeutic hybrid. This study demonstrates the potential of

VP-128 to be used with many hormone-dependent feminine cancers (28).

Acknowledgements

K Brasseur was holder of master scholarship from Réseau Québécois en
Reproduction (RQR), Fonds de la Recherche en Santé du Québec (FRSQ) and Canadian
Institutes of Health Reasearch (CIHR). C Descoteaux Natural Sciences and Engineering
Research Council of Canada (NSERC) scholarship is also gratefully acknowledged.
We would like to thank Gabriel Chateauneuf for technical assistance.

References

1.  Greenlee RT, Murray T, Bolden S, Wingo PA 2000 Cancer statistics, 2000. CA:
A Cancer Journal for Clinicians 50:7-33.

2. Lazennec G 2006 Estrogen receptor beta, a possible tumor suppressor involved in
ovarian carcinogenesis. Cancer Letters 231:151-157.

3. Ahmad N, Kumar R 2011 Steroid hormone receptors in cancer development:
A target for cancer therapeutics. Cancer Letters 300:1-9.

4. Issa RM, Lebeau A, Grob T, Holst F, Moch H, Terracciano L, Choschzick M,
Sauter G, Simon R 2008 Estrogen receptor gene amplification occurs rarely in
ovarian cancer. Mod Pathol 22:191-196.

5. Sommer S, Fuqua SAW 2001 Estrogen receptor and breast cancer. Seminars in
Cancer Biology 11:339-352.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

97

Pujol P, Rey JIM, Nirde P, Roger P, Gastaldi M, Laffargue F, Rochefort H,
Maudelonde T 1998 Differential expression of estrogen receptor-alpha and -beta
messenger RNAs as a potential marker of ovarian carcinogenesis. Cancer Res
58:5367-5373.

Cunat S, Hoffmann P, Pujol P 2004 Estrogens and epithelial ovarian cancer.
Gynecologic Oncology 94:25-32.

Wray S, Noble K 2008 Sex hormones and excitation-contraction coupling in the
uterus: the effects of oestrous and hormones. J Neuroendocrinol 20:451-461.

Dauvois S, White R, Parker MG 1993 The antiestrogen ICI 182780 disrupts
estrogen receptor nucleocytoplasmic shuttling. J Cell Sci 106 (Pt 4):1377-1388.

Lee H, Bai W 2002 Regulation of estrogen receptor nuclear export by ligand-
induced and p38-mediated receptor phosphorylation. Mol Cell Biol 22:5835-5845.

Pearce ST, Jordan VC 2004 The biological role of estrogen receptors [alpha] and
[beta] in cancer. Critical Reviews in Oncology/Hematology 50:3-22.

Fisher B, Costantino JP, Wickerham DL, Cecchini RS, Cronin WM, Robidoux A,
Bevers TB, Kavanah MT, Atkins JN, Margolese RG, Runowicz CD, James JM,
Ford LG, Wolmark N 2005 Tamoxifen for the Prevention of Breast Cancer:
Current Status of the National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project P-1
Study. Journal of the National Cancer Institute 97:1652-1662.

Helm CW, States JC 2009 Enhancing the efficacy of cisplatin in ovarian cancer
treatment - could arsenic have a role. Journal of Ovarian Research 2:2.

Wang D, Lippard SJ 2005 Cellular processing of platinum anticancer drugs. Nat
Rev Drug Discov 4:307-320.

Ahmad S 2010 Platinum-DNA interactions and subsequent cellular processes
controlling sensitivity to anticancer platinum complexes. Chem Biodivers
7:543-566.

Kim R, Emi M, Tanabe K, Uchida Y, Arihiro K 2006 The role of apoptotic or
nonapoptotic cell death in determining cellular response to anticancer treatment.
European Journal of Surgical Oncology 32:269-277.

Fanzani A, Zanola A, Rovetta F, Rossi S, Aleo MF 2011 Cisplatin triggers atrophy
of skeletal C2C12 myotubes via impairment of Akt signalling pathway and
subsequent increment activity of proteasome and autophagy systems. Toxicology
and Applied Pharmacology 250:312-321.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

98

Guo X-l, Li D, Hu F, Song J-r, Zhang S-s, Deng W-j, Sun K, Zhao Q-d, Xie X-q,
Song Y-j, Wu M-c, Wei L-x 2012 Targeting autophagy potentiates chemotherapy-
induced apoptosis and proliferation inhibition in hepatocarcinoma cells. Cancer
Letters 320:171-179.

Abedin MJ, Wang D, McDonnell MA, Lehmann U, Kelekar A 2006 Autophagy
delays apoptotic death in breast cancer cells following DNA damage. Cell Death
Differ 14:500-510.

Xu'Y, YuH, Qin H, Kang J, Yu C, Zhong J, Su J, Li H, Sun L 2012 Inhibition of
autophagy enhances cisplatin cytotoxicity through endoplasmic reticulum stress in
human cervical cancer cells. Cancer Letters 314:232-243,

Zhang Y, Cheng Y, Ren X, Zhang L, Yap KL, Wu H, Patel R, Liu D, Qin Z-H,
Shih I-M, Yang J-M 2011 NAC1 modulates sensitivity of ovarian cancer cells to
cisplatin by altering the HMGB 1-mediated autophagic response.

Chirino YI, Pedraza-Chaverri J 2009 Role of oxidative and nitrosative stress in
cisplatin-induced nephrotoxicity. Exp Toxicol Pathol 61:223-242.

Piccart MJ, Lamb H, Vermorken JB 2001 Current and future potential roles of the
platinum drugs in the treatment of ovarian cancer. Ann Oncol 12:1195-1203.

Screnci D, McKeage MJ 1999 Platinum neurotoxicity: clinical profiles,
experimental models and neuroprotective approaches. J Inorg Biochem
77:105-110.

Khynriam D, Prasad SB 2001 Hematotoxicity and blood glutathione levels after
cisplatin treatment of tumor-bearing mice. Cell Biol Toxicol 17:357-370.

Descoteaux C, Leblanc V, Belanger G, Parent S, Asselin E, Berube G 2008
Improved synthesis of unique estradiol-linked platinum(II) complexes showing
potent cytocidal activity and affinity for the estrogen receptor alpha and beta.
Steroids 73:1077-1089.

Perron V, Rabouin D, Asselin E, Parent S, R CG, Berube G 2005 Synthesis of
17beta-estradiol-linked platinum(Il) complexes and their cytocidal activity on
estrogen-dependent and -independent breast tumor cells. Bioorg Chem 33:1-15.

Van Themsche C, Parent S, Leblanc V, Descoteaux C, Simard AM, Berube G,
Asselin E 2009 VP-128, a novel oestradiol-platinum(II) hybrid with selective anti-
tumour activity towards hormone-dependent breast cancer cells in vivo. Endocr
Relat Cancer 16:1185-1195.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

99

Chang C-y, Norris JD, Gren H, Paige LA, Hamilton PT, Kenan DJ, Fowlkes D,
McDonnell DP 1999 Dissection of the LXXLIL Nuclear Receptor-Coactivator
Interaction Motif Using Combinatorial Peptide Libraries: Discovery of Peptide
Antagonists of Estrogen Receptors o and B. Molecular and Cellular Biology
19:8226-8239.

Day JM, Purohit A, Tutill HJ, Foster PA, Woo LWL, Potter BVL, Reed MJ 2009
The Development of Steroid Sulfatase Inhibitors for Hormone-Dependent Cancer
Therapy. Annals of the New York Academy of Sciences 1155:80-87.

Brayton C 2009 Spontaneous Diseases in Commonly Used Mouse Strains/Stocks.
Available at:
http://www.hopkinsmedicine.org/mcp/PHENOCORE/CoursePDFs/09s1BraytonM
ouseDzOutline75p.pdf;Accessed March 2013,

Giovanella BC, Fogh J 1985 The nude mouse in cancer research. Advances in
cancer research 44:69-120.

Sharkey FE, Fogh J 1979 Incidence and Pathological Features of Spontaneous
Tumors in Athymic Nude Mice. Cancer Research 39:833-839.

Pak JH, Choi WH, Lee HM, Joo W-D, Kim J-H, Kim Y-T, Kim Y-M, Nam J-H
2011 Peroxiredoxin 6 Overexpression Attenuates Cisplatin-Induced Apoptosis in
Human Ovarian Cancer Cells. Cancer Investigation 29:21-28.

Asselin E, Mills GB, Tsang BK 2001 XIAP Regulates Akt Activity and Caspase-
3-dependent Cleavage during Cisplatin-induced Apoptosis in Human Ovarian
Epithelial Cancer Cells. Cancer Research 61:1862-1868.

Boulares AH, Yakovlev AG, Ivanova V, Stoica BA, Wang G, Iyer S, Smulson M
1999 Role of Poly(ADP-ribose) Polymerase (PARP) Cleavage in apoptosis:
caspase 3-resistant PARP mutant increases rates of apoptosis in transfected cells.
Journal of Biological Chemistry 274:22932-22940.

Yang Y, Zhao S, Song J 2004 Caspase-dependent apoptosis and -independent
poly(ADP-ribose) polymerase cleavage induced by transforming growth factor B1.
The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 36:223-234.

Yang X, Fraser M, Abedini MR, Bai T, Tsang BK 2008 Regulation of apoptosis-
inducing factor-mediated, cisplatin-induced apoptosis by Akt. Br J Cancer
98:803-808.



39.

40.

4].

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

100

Daugas E, Nochy D, Ravagnan L, Loeffler M, Susin SA, Zamzami N, Kroemer G
2000 Apoptosis-inducing factor (AIF): a ubiquitous mitochondrial oxidoreductase
involved in apoptosis. FEBS Letters 476:118-123.

Yang C, Kaushal V, Shah SV, Kaushal GP 2008 Autophagy is associated with
apoptosis in cisplatin injury to renal tubular epithelial cells. American Journal of
Physiology - Renal Physiology 294:F777-F787.

Le X-F, Mao W, Lu Z, Carter BZ, Bast RC 2010 Dasatinib induces autophagic cell
death in human ovarian cancer. Cancer 116:4980-4990.

Oh S-Y, Choi S-J, Kyung Hee Kim, Cho E, Kim J-H, Roh C-R 2008 Autophagy-
Related Proteins, LC3 and Beclin-1, in Placentas From Pregnancies Complicated
by Preeclampsia. Reproductive Sciences 15:912-920.

Aoki H, Takada Y, Kondo S, Sawaya R, Aggarwal BB, Kondo Y 2007 Evidence
That Curcumin Suppresses the Growth of Malignant Gliomas in Vitro and in Vivo
through Induction of Autophagy: Role of Akt and Extracellular Signal-Regulated
Kinase Signaling Pathways. Molecular Pharmacology 72:29-39.

Hahn-Windgassen A, Nogueira V, Chen C-C, Skeen JE, Sonenberg N,
Hay N 2005 Akt Activates the Mammalian Target of Rapamycin by Regulating
Cellular ATP Level and AMPK Activity. Journal of Biological Chemistry
280:32081-32089.

Kaushal GP, Kaushal V, Herzog C, Yang C 2008 Autophagy delays apoptosis in
renal tubular epithelial cells in cisplatin cytotoxicity. Autophagy 4:710-712.

Claerhout, Sofie, Verschooten, Lien, Kelst V, Vos D, Rita, Proby, Charlotte,
Agostinis, Patrizia, Garmyn, Marjan 2010 Concomitant inhibition of AKT and
autophagy is required for efficient cisplatin-induced apoptosis of metastatic skin
carcinoma. Hoboken, NJ, Etats-Unis: Wiley-Blackwell.

Maiuri MC, Zalckvar E, Kimchi A, Kroemer G 2007 Self-eating and self-killing:
crosstalk between autophagy and apoptosis. Nat Rev Mol Cell Biol 8:741-752.

Sasaki K, Tsuno N, Sunami E, Tsurita G, Kawai K, Okaji Y, Nishikawa T, Shuno
Y, Hongo K, Hiyoshi M, Kaneko M, Kitayama J, Takahashi K, Nagawa H 2010
Chloroquine potentiates the anti-cancer effect of 5-fluorouracil on colon cancer
cells. BMC Cancer 10:370.



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

101

Amaravadi RK, Yu D, Lum JJ, Bui T, Christophorou MA, Evan GI, Thomas-
Tikhonenko A, Thompson CB 2007 Autophagy inhibition enhances therapy-
induced apoptosis in a Myc-induced model of lymphoma. The Journal of Clinical
Investigation 117:326-336.

Maclean KH, Dorsey FC, Cleveland JL, Kastan MB 2008 Targeting lysosomal
degradation induces p53-dependent cell death and prevents cancer in mouse
models of lymphomagenesis. The Journal of Clinical Investigation 118:79-88.

Descoteaux C, Provencher-Mandeville J, Mathieu I, Perron V, Mandal SK,
Asselin E, Berube G 2003 Synthesis of 17beta-estradiol platinum(Il) complexes:
biological evaluation on breast cancer cell lines. Bioorg Med Chem Lett
13:3927-3931.

Gagnon V, Mathieu I, Sexton E, Leblanc K, Asselin E 2004 AKT involvement in
cisplatin chemoresistance of human uterine cancer cells. Gynecol Oncol
94:785-795.

Gagnon V, Van Themsche C, Turner S, Leblanc V, Asselin E 2008 Akt and XIAP
regulate the sensitivity of human uterine cancer cells to cisplatin, doxorubicin and
taxol. Apoptosis 13:259-271.

Nadal A, Rovira JM, Laribi O, Leon-quinto T, Andreu E, Ripoll C, Soria B 1998
Rapid insulinotropic effect of 17B-estradiol via a plasma membrane receptor.
The FASEB Journal 12:1341-1348.

Oren I, Fleishman SJ, Kessel A, Ben-Tal N 2004 Free diffusion of steroid
hormones across biomembranes: a simplex search with implicit solvent model
calculations. Biophysical journal 87:768-779.

O’Donnell AJM, Macleod KG, Burns DJ, Smyth JF, Langdon SP 2005 Estrogen
receptor-o. mediates gene expression changes and growth response in ovarian
cancer cells exposed to estrogen. Endocrine-Related Cancer 12:851-866.

Li D, Williams JI, Pietras RJ 2002 Squalamine and cisplatin block angiogenesis
and growth of human ovarian cancer cells with or without HER-2 gene
overexpression. Oncogene 21:2805-2814.

Johnsson A, Wennerberg J 1999 Amifostine as a Protector against Cisplatin-
induced Toxicity in Nude Mice. Acta Oncologica 38:247-253.



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

102

Anderson K, Lawson KA, Simmons-Menchaca M, Sun L, Sanders BG, Kline K
2004 o-TEA Plus Cisplatin Reduces Human Cisplatin-Resistant Ovarian Cancer

Cell Tumor Burden and Metastasis. Experimental Biology and Medicine
229:1169-1176.

Dubik D, Dembinski TC, Shiu RPC 1987 Stimulation of c-myc Oncogene
Expression Associated with Estrogen-induced Proliferation of Human Breast
Cancer Cells. Cancer Research 47:6517-6521.

Spillman MA, Manning NG, Dye WW, Sartorius CA, Post MD, Harrell JC,
Jacobsen BM, Horwitz KB 2010 Tissue-specific pathways for estrogen regulation
of ovarian cancer growth and metastasis. Cancer Res 70:8927-8936.

Katano K, Kondo A, Safaei R, Holzer A, Samimi G, Mishima M, Kuo Y-M,
Rochdi M, Howell SB 2002 Acquisition of Resistance to Cisplatin Is
Accompanied by Changes in the Cellular Pharmacology of Copper. Cancer
Research 62:6559-6565.

Komatsu M, Sumizawa T, Mutoh M, Chen Z-S, Terada K, Furukawa T, Yang X-
L, Gao H, Miura N, Sugiyama T, Akiyama S-i 2000 Copper-transporting P-Type
Adenosine Triphosphatase (ATP7B) Is Associated with Cisplatin Resistance.
Cancer Research 60:1312-1316.

N'Soukpoe-Kossi CN, Descoteaux C, Asselin E, Tajmir-Riahi HA, Berube G 2008
DNA interaction with novel antitumor estradiol-platinum(Il) hybrid molecule: a
comparative study with cisplatin drug. DNA Cell Biol 27:101-107.

Henkels KM, Turchi JJ 1999 Cisplatin-induced Apoptosis Proceeds by Caspase-3-
dependent and -independent Pathways in Cisplatin-resistant and -sensitive Human
Ovarian Cancer Cell Lines. Cancer Research 59:3077-3083.

Soldati R, Wargon V, Cerliani J, Giulianelli S, Vanzulli S, Gorostiaga M, Bolado
J, do Campo P, Molinolo A, Vollmer G, Lanari C 2010 Inhibition of mammary
tumor growth by estrogens: is there a specific role for estrogen receptors alpha and
beta? Breast Cancer Research and Treatment 123:709-724.

Zeng Q, Chen GG, Vlantis AC, Tse GM, van Hasselt CA 2008 The contributions
of oestrogen receptor isoforms to the development of papillary and anaplastic
thyroid carcinomas. The Journal of Pathology 214:425-433.

Gao P, Bauvy C, Souquere S, Tonelli G, Liu L, Zhu Y, Qiao Z, Bakula D, Proikas-
Cezanne T, Pierron G, Codogno P, Chen Q, Mehrpour M 2010 The Bcl-2
Homology Domain 3 Mimetic Gossypol Induces Both Beclin 1-dependent and
Beclin 1-independent Cytoprotective Autophagy in Cancer Cells. Journal of
Biological Chemistry 285:25570-25581.



69.

70.

71.

72.

73.

74.

103

Cho D-H, Jo YK, Hwang JJ, Lee YM, Roh SA, Kim JC 2009 Caspase-mediated
cleavage of ATG6/Beclin-1 links apopt051s to autophagy in HeLa cells. Cancer
Letters 274:95-100.

Zhu'Y, Zhao L, Liu L, Gao P, Tian W, Wang X, Jin H, Xu H, Chen Q 2010 Beclin
1 cleavage by caspase-3 inactivates autophagy and promotes apoptosis. Protein
Cell 1:468-477.

Wirawan E, Vande Walle L, Kersse K, Cornelis S, Claerhout S, Vanoverberghe I,
Roelandt R, De Rycke R, Verspurten J, Declercq W, Agostinis P, Vanden Berghe
T, Lippens S, Vandenabeele P 2010 Caspase-mediated cleavage of Beclin-1
inactivates Beclin-1-induced autophagy and enhances apoptosis by promoting the
release of proapoptotic factors from mitochondria. Cell Death and Dis 1:¢18.

Qadir M, Kwok B, Dragowska W, To K, Le D, Bally M, Gorski S 2008
Macroautophagy inhibition sensitizes tamoxifen-resistant breast cancer cells and
enhances mitochondrial depolarization. Breast Cancer Research and Treatment
112:389-403.

Morselli E, Galluzzi L, Kepp O, Vicencio J-M, Criollo A, Maiuri MC, Kroemer G
2009 Anti- and pro-tumor functions of autophagy. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Molecular Cell Research 1793:1524-1532.

Sotelo J, Bricefio E, Lopez-Gonzalez M 2006 Adding Chloroquine to
Conventional Chemotherapy and Radiotherapy for Glioblastoma Multiforme.
Annals of Internal Medicine 144:1-31.



Le chapitre III contient une étude démontrant I’efficacité antitumorale
“d’une toxine bactérienne pouvant étre cytotoxique seulement contre

des cellules cancéreuses, et ce, par des mécanismes d’apoptose.
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PARASPORIN-2 FROM A NEW BACILLUS THURINGIENSIS 4R2 STRAIN
INDUCES CASPASES ACTIVATION AND APOPTOSIS
IN HUMAN CANCER CELLS

Brasseur K, Auger P, Asselin E, Parent S, Coté JC, Sirois M.
Parasporin-2 from a New Bacillus thuringiensis 4R2 Strain Induces Caspases Activation

and Apoptosis in Human Cancer Cells. PloS one. 2015 Aug 11;10(8):e0135106.

Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’une publication en anglais dans la revue
PLOS ONE le 11 aoiit 2015. 11 s’agit d’une revue cotée avec un facteur d’impact de 3,70

(5-ans) utilisant un processus d'examen par les pairs.
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Kevin Brasseur est co-premier auteur de I’article avec I’étudiant & la maitrise
Pascal Auger. Kevin Brasseur a effectué la forte majorité des expérimentations, plus
particuliérement au niveau de 1’oncologie, ainsi que la rédaction du manuscrit qui y est
relié. Pascal Auger a fait les expérimentations du domaine de la microbiologie ainsi que
la rédaction du manuscrit qui y est relié. Sophie Parent, assistante de recherche de
I’équipe de laboratoire, a fait quelques manipulations et aidé a la mise au point de
protocoles. Jean-Charles C6té est un chercheur collaborateur pour la souche bactérienne
utilisée. Marc Sirois est le directeur de recherche de Pascal Auger, superviseur de ce
manuscrit et responsable de la production de la toxine bactérienne parasporine-2.
Eric Asselin est le directeur de recherche de 1’équipe de laboratoire et superviseur de ce

manuscrit.
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3.2 Résumé de Particle (francais)

Des études antérieures ont démontré que la toxine bactérienne parasporine-2Aal,
isolée a l’origine de la souche Bacillus thuringiensis A1547, était cytotoxique

spécifiquement contre des cellules cancéreuses humaines.

Dans la présente étude, nous avons constaté que I’activation par la
protéinase K de la protéine parasporine-2Aal, isolée a partir d’une nouvelle souche de
B. thuringiensis 4R2, était spécifiquement cytotoxique pour les cellules cancéreuses
de l’endométre, du cblon, du foie, du col utérin, du sein et de la prostate.
Aucune cytotoxicité n’a été observée contre des cellules humaines normales. Lors du
traitement de la parasporine-2Aal activée par la protéinase K, des modifications
morphologiques associées a la mort par apoptose ont été observées. Suite aux
traitements avec la parasporine-2Aal, des analyses par immunobuvardage de type
Western ont révélé le clivage de la poly (ADP-ribose) polymérase, la caspase-3 et de
la caspase-9 exclusivement dans des lignées de cellules cancéreuses, marqueurs
biochimiques de I’apoptose. Des analyses par cytométrie en flux, utilisant de I’iodure de
propidium et de I’annexin V, ainsi qu’un dosage de I’activation des caspases 3/7 ont
confirmés que la mort cellulaire observée était en partie due aux mécanismes de
I’apoptose, un aspect qui était encore inconnu a ce jour. D’autres analyses ont été
réalisées pour étudier des voies de survie cellulaires, incluant les protéines AKT, XIAP,
ERK1/2 et Par-4, une protéine connue pour induire I’apoptose. Des inhibiteurs associés
aux voies de survies ont ensuite été utilisés et ont permis de sensibiliser davantage nos

cellules a la toxine dans 1’optique d’une utilisation pour la thérapie combinée.

Ces résultats indiquent que la parasporine-2Aal est une protéine cytotoxique
sélective qui induit ’apoptose dans différentes lignées cancéreuses humaines provenant
de divers tissus. Les résultats obtenus sont prometteurs pour une éventuelle utilisation en

clinique.
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3.3 Article complet (anglais) : Parasporin-2 from a New Bacillus thuringiensis
4R2 Strain Induces Caspases Activation and Apoptosis in Human Cancer
Cells

Abstract

In previous studies, parasporin-2Aal, originally isolated from Bacillus
thuringiensis strain A1547, was shown to be cytotoxic against specific human cancer
cells but the mechanisms of action were not studied. In the present study, we found that
proteinase K activated parasporin-2Aal protein isolated from a novel B. thuringiensis
strain, 4R2, was specifically cytotoxic to endometrial, colon, liver, cervix, breast and
prostate cancer. It showed no toxicity against normal cells. Upon treatment with
proteinase K-activated parasporin-2Aal, morphological changes were observed and
western blot analysis revealed the cleavage of poly (ADP-Ribose) polymerase, caspase-3
and caspase-9 in cancer cell lines exclusively, indicative of programmed cell death,
apoptosis. Flow cytometry analyses, using propidium iodide and annexin V, as well as a
caspases 3/7 assay confirmed apoptosis induction. Further analyses were performed to
study survival pathways, including AKT, XIAP, ERK1/2 and PAR-4, a known inducer
of apoptosis. These results indicate that parasporin-2Aal is a selective cytotoxic protein

that induces apoptosis in various human cancer cell lines from diverse tissues.

Introduction

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacterium that produces crystalline
parasporal inclusions during sporulation. These inclusions are made of proteins, the
d-endotoxins. They are classified into two families, the crystal (Cry) and the cytolytic
(Cyt) proteins encoded by the cry and sit genes, respectively [1, 2]. The Cry proteins
have been extensively studied since 1970’s owing to their specific insecticidal activities
against lepidoptera, dipteran and coleopteran [3]. Upon ingestion by a susceptible insect,
the parasporal inclusions are solubilized in the alkaline insect midgut, the Cry protoxins

are released and then processed by midgut proteases to yield activated toxin proteins.
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These bind to specific receptors located on the membrane of epithelial gut cells, leading

to pore formation and ultimately to insect death [1, 4].

The successful development and use of B. thuringiensis-based formulations for the
control of insect pests has led to the isolation of thousands of novel strains and hundreds
of Cry proteins have now been characterized to various extents [S]. Several studies have
shown that non insecticidal Cry proteins are more widely distributed than the
insecticidal Cry proteins [6]. This led to the research of potentially novel biological
activities from the non-insecticidal Cry proteins. Following a large screening, some non-
insecticidal and non-hemolytic Cry proteins showed cytotoxic activity against human
cancer cells and these new B. thuringiensis toxins were called parasporins [7, 8]. So far,
six families of parasporins, PS1 — PS6, have been identified [9]. Each parasporin family

exhibits specific spectrum and mechanism of action against human cancer cells.

Parasporin-2Aal  (PS2Aal, also classified Cry46Aal) produced by
B. thuringiensis serovar dakota strain A1547 has been intensively investigated for its
toxic action in cancer cells [9-11]. When activated by proteinase K, PS2Aal is at least
400- fold more toxic for the human cancer cell line HepG2 (human hepatocyte cancer)
than for the normal human cell line HC (human normal hepatocyte) and human cancer
cell line Hela (human uterine cervical cancer) [12]. In HepG2 cells, the monomeric
toxin appears to bind to an unknown receptor protein located in the lipid raft [13].
Once linked to the receptor, PS2Aal oligomerizes to permeabilize the membrane
leading to pore formation [11, 12]. A Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored
protein appears to be involved for the efficient cytocidal action of PS2Aal [13].
Pore formation results in alterations of the cytoskeletal structures, fragmentation of
organelles, alterations of cell morphology such as cell swelling and finally cell lysis
[11]. The mode of cell death appears to be non-apoptotic but this hypothesis was not
confirmed [11-13]. Thus, additional characterisation of the intracellular events involved
during induced- PS2Aal cell death was mandatory to confirm whether or not apoptosis

was involved.
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In this present study, an additional B. thuringiensis strain called Bt 4R2 which
contain the gene encoding the Cry46Aal protein (PS2Aal) has been studied to identify
the mechanisms involved in cytocidal-dependent cell death induction. We found that
PS2Aal was very cytotoxic to many cancer cells in vitro. To further explore the
mechanism using selected cancer cells from different tissue (HepG2-hepatocyte cancer,
PC-3-prostate cancer and MCF-7-breast cancer) we found that apoptosis cell death was
occurring via caspases and poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) cleavage. We also
found that PS2Aal shows very low toxicity to normal cell lines (IOSE-144, HIESC,
HIEEC and MCF-10A).

We further support the hypothesis of apoptosis induction with identification of
various survival pathway inhibition including AKT, XIAP, ERK1/2 and induction of the
tumor suppressor PAR-4 following treatment with PS2Aal. We also found out that
inhibiting the Pi3K/AKT pathway in combination with the toxin increases, in a
synergetic manner, the efficiency of PS2Aal to induce apoptosis in cancer cells.
Thus, PS2Aal appears to be a cell-killing discriminating toxin regulating apoptosis in

different human cancer cells.

Materials and methods

Bacterial strain and culture media

B. thuringiensis serovar dakota strain 4R2 was used in this study. It was obtained
from the Bacillus Genetic Stock Center (Ohio State University,'Columbus, OH, USA).
Bacterial cells were grown at 30°C on nutrient agar from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO,
USA) atpH 7.1.

Cells and culture conditions

Human hepatocyte cancer cell line HepG2 (HB-8065), human prostate cancer cell
line PC-3 (CRL-1435), human epithelial colorectal adenocarcinoma cell line Caco-2
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(HTB-37), human epithelial cervix adenocarcinoma cell line HeLa (CCL-2), human
uterus endometrium adenocarcinoma cell line Hec-1A (HTB-112), human uterus
endometrium adenocarcinoma cell line KLE (CRL-1622), human breast adenocarcinoma
cell line MDA-MB231(HTB-26), human breast cancer cell line MCF-7 (HTB-22),
human non-tumorigenic epithelial cells MCF-10A (CRL-10317), human epithelial
ovary adenocarcinoma cell line OVCAR-3 (HTB-161) and human epithelial ovary
adenocarcinoma cell line SKOV-3 (HTB-77) were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC). Human immortal non-tumorigenic ovarian surface epithelial
cell line IOSE-144 was kindly provided by Dr. David Hunstman (British Columbia
Cancer Research Center, Vancouver, BC, Canada). Human immortal endometrial
stromal cells HIESC and Human immortal endometrial epithelial cells HIEEC were a
kind gift and produced by Dr. Michel Fortier (Centre Hospitalier de 1’Université Laval,
Quebec City, QC, Canada) [14]. Human ovarian carcinoma cells A2780 were kindly
provided by Dr. G. Peter Raaphorst (Ottawa Regional Cancer Center, Ottawa, ON,
Canada). Human endometrial adenocarcinoma cell line Ishikawa was kindly provided by
Dr. Samuel Chogran (Université de Montréal, Montreal, QC, Canada). HepG2, PC-3,
HIEEC and HIESC cells lines were maintained in RPMI 1640 medium containing
10% foetal bovine serum and 50 pg/ml gentamycin. MCF-7 and OVCAR-3 cell lines
were maintained in RPMI 1640 medium containing 10% bovine growth serum and
50 pg/ml gentamycin. MDA-MB-231 cell line was maintained in RPMI 1640 medium
containing 5% bovine growth serum and 50 pg/ml gentamycin. Hec-1A cell line was
maintained in McCoy’s medium containing 5% bovine growth serum and 50 pg/ml
gentamycin. SKOV-3 cell line was maintained in McCoy’s medium containing
10% bovine growth serum and 50 pg/ml gentamycin. HeLa, Ishikawa and A2780 cell
lines were maintained in DMEM-F12 medium containing 2% bovine growth serum and
50 pg/ml gentamycin. MCF-10A cell line was maintained in DMEM-F12 medium
containing 5% foetal growth serum, 20 ng/ml EGF, 0.5 mg/ml hydrocortisone,
100 ng/ml cholera toxin, 10 pg/ml insulin and 1X Penicillin-Streptomycin. KLE cell line
was maintained in DMEM-F12 medium without HEPES containing 10% bovine growth
serum and 50 pg/ml gentamycin. Caco-2 cell line was maintained in DMEM-F12
medium containing 10% foetal bovine serum and 50 pg/ml gentamycin. IOSE-144 cell
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line was maintained in MCDB105 medium containing 10% foetal bovine serum and

50 pg/ml gentamycin. All cells were maintained at 37°C with 5% CO;.

Total DNA isolation

Total DNA from B. thuringiensis 4R2 was isolated from a SmL overnight culture
using QIAmp DNA blood mini kit (Qiagen, Toronto, ON, Canada), according to the

manufacturer’s instructions for bacterial DNA extraction.

PCR amplification

The primers used in this study were designed in our laboratory from the
cry46Aal gene nucleotide sequence. Primers for PCR amplification were as follows:
BrAR2-2F: 5- TAACCGGAGGGCTTCAAG -3 (sense) and BrR2-1R: 5°-
TAATTCCCCCATTTTGGG -3’ (antisense). PCR were conducted in an Applied
Biosystems 2720 thermal cycler (Life Technologies, Ottawa, ON, Canada). The PCR
reactions were performed in a 50 pul volume containing 200 uM each of
deoxynucleoside triphosphates (dNTPs), 1X PCR buffer, 0,5 uM of each primers,
100 ng of DNA and 1,25 units of Taq DNA polymerase. All PCR reagents were from
New England Biolabs (Ottawa, ON, Canada). PCR was performed by an initial
denaturation step at 94°C for 5 min, followed by 30 cycles at 94°C for 45 s, 50°C for
30's, 72°C for 2 min and a final extension at 72°C for 7 min. PCR products were size
separated on a 1% agarose gel and visualized using SYBR-Safe (Invitrogen, Burlington,

ON, Canada) staining upon UV transillumination.

DNA sequencing

Amplicons were purified using the Mini Elute PCR Purification Kit from Qiagen.
The purified PCR reactions were resolved on a 3130XL. Genetics Analyser (Applied
Biosystems) at IBIS Plate-forme d’Analyses Génomiques (PAG) de 'Université Laval
(Quebec City, QC, Canada). Both strands of the DNA sequence were sequenced:
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The 940pb sequence was compared using the Blast-N tool (National Center for

Biotechnology Information; www.ncbi.nim.nih.gov).

Preparation of activated parasporal proteins

Bacillus thuringiensis strain 4R2 was cultivated on nutrient agar plates, incubated
for 4 days at 30°C until cell lysis. The cells were harvested from the plates and washed
twice with sterile distilled water. The pellet containing the spores -crystal proteins- was
solubilized in 500puL of solubilisation buffer containing 56mM Na,CO; (pH:11,4) and
11mM dithiothreitol (DTT) for 1 h at 37°C. Insoluble material was pelleted by
centrifugation at 13 200 rpm for 2 minutes and the supernatant was passed through a
0, 22 um membrane filter. 250 uL of the filtrate was transferred to a sterile 1,5 mL
centrifuge tube and the pH adjusted to 8 with 1M Tris-HCI (pH 4,98).

The solubilised proteins were digested with either proteinase K (final
concentration at 185 pug/ml) or trypsin (final concentration at 300 pg/ml) for 1 h at
37°C. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) was added (final concentration 1 mM) to
stop proteolytic processing. To confirm the presence of the parasporal proteins,
SDS-PAGE analysis was performed as described elsewhere [15] using 4% stacking gel
and 12% separating gel. After electrophoresis, the gel was stained with 0, 1% Coomassie
blue R-250 (Sigma-Aldrich). Protein concentration was determined with the Bio-Rad
DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada).

Assay of cytotoxicity

The antiproliferative activity of B. thuringiensis 4R2 toxin proteins was assessed
using the MTT assay [16, 17]. Briefly, plates were seeded with 180 pL of normal and
cancer cells in suspension (for HIESC, 14 000; IOSE-144, 12 000; HIEEC, 15 000;
Ishikawa, 16 000; HeLa, 16 000; KLE, 14 000; Hec-1A, 12 000; Caco-2, 20 000; PC-3,
16 000; HepG2, 20 000; A2780, 16 000; OVCAR-3, 20 000; SKOV-3, 14 000; MCF-7,
16 000; MDA-MB231, 12 000 and MCF-10A, 8000) in medium using 96-wells plates.
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Plates were incubated at 37°C, 5% CO, for 24 h. Freshly solubilized and activated
B. thuringiensis 4R2 toxin proteins (with proteinase K or trypsin) in solubilisation buffer
were diluted in fresh medium, and 100 pL aliquots containing escalating concentrations
of the toxin proteins (0 pg/mL to 20 pg/mL) were added and the plates were incubated
for another 24 h. The final concentration of the solubilisation buffer (56 mM Na2CO3,
11 mM DTT, 100 pg/mL proteinase K (or 30 mg/mL trypsin) and 1 mM PMSF) in the
culture media was 8% and was kept constant in all experiment. After 24 h, 10 uL. of
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5 mg/mL in PBS)
were added to the wells. Four hours later, 100 L. of the solubilisation solution
(10% sodium dodecyl sulfate (SDS) in 0,01 M HCI) were added and the plates incubated
overnight (37°C, 5% CO,). The optical density was read using a Fluostar optima BMG
(BMG Labtech Inc., Durham, NC, USA) at 565 nm. Readings obtained from treated
cells were compared with measurements from control cell plates fixed on the treatment
day; and the percentage of cell growth inhibition was calculated for each toxin protein
(proteinase K activated or trypsin activated). The experiments were performed in
triplicate. The assays were considered valid when the coefficient of variation for a given

set of conditions and within the same experiment was < 10%.

Light microscopy observation

For observation of the morphological changes, normal (HIESC) and cancer cells
(PC-3, MCF-7 and HepG2) were observed after 24 h treatment with proteinase K
activated toxin proteins at 1 ug/mL (MCF-7) or 2 pg/mL (HIESC, PC-3 and HepG2).
10X and 20X magnifications were used with an Olympus (model BX60) light

microscope (Carsen Group, Markham, ON, Canada).

Antibodies and reagents

The Na,COs, DTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide,
HCI, SDS, PMSF, Tris-HCI and proteinase K were all obtained from Sigma-Aldrich. All
primary antibodies were obtained from Cell Signaling Technology (Bervely, MA, USA)
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except for B-actin (Sigma-Aldrich). Secondary antibody, HRP-conjugated goat anti-
rabbit were purchase from Bio-Rad Laboratories. Annexin V/PI apoptosis kit was
purchased from Invitrogen. MEK Y: inhibitor, U0126, was obtained from Cell Signaling
Technology and PI3K inhibitor, Wortmannin, was obtained from Sigma-Aldrich.

Western blot

PS2Aal treated cells were washed with PBS and submitted to lysis in cold RIPA
buffer containing protease inhibitors (Complete™ from Roche Applied Science, Laval,
QC, Canada) and phosphatase inhibitor (PhosSTOP™ from Roche Applied Science)
followed by three freeze-thaw cycles. Equal amounts of cell lysates, determined using
Bio-Rad DC protein assay, were separated on polyacrylamide gels (10-14%) and
transferred on nitrocellulose membranes (Bio-Rad). Membranes were blocked in
5% milk, PBS 1X, 0.06% Tween 20 for 1 h at room temperature, probed with primary
antibody, washed in PBS 1X, 0.06% Tween 20, and incubated with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (Bio-Rad). Detection was performed using
SuperSignal West Femto™ substrate (Thermo Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada),
as described by the manufacturer using UVP bioimaging systems.

Mesurement of Annexin V/PI cells

FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Molecular Probes Inc., Eugene,
Oregon, USA) was used according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the
treated cells were collected, washed with PBS and diluted in 1X Annexin Binding buffer
(100 ul). For each sample, 5 uL. of Annexin V and 2 pl of Propidium lodide (PI) were
added to the cell suspension and incubated for 15min at room temperature. An additional
100 pl volume of Annexin binding buffer was added to each sample for a total of 200 pl.
Samples were analyzed (10 000 events) using a Beckman Coulter flow cytometer
Cytomics FC500. Analyses were performed using CXP Analysis software (Beckman
Coulter, Mississauga, ON, Canada).
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Caspase 3-7 assay

To measure the specific activity of caspase 3 and 7, a luminescent assay kit named
Caspase-Glo 3/7 assay (Promega, Madison, WI, USA)) was used. This assay provides a
proluminescent caspase-3/7 substrate containing a sequence (DEVD) specific to caspase
3 and 7. If caspases 3 and/or 7 are active, the substrate is cleaved and aminoluciferin will
be emitted. Briefly, plates were seeded with 180uL. of normal and cancer cells in
suspension (for HIESC, 14 000; PC-3, 16 000; HepG2, 20 000 and MCF-7, 16 000) in
medium. Plates were incubated at 37°C, 5% CO, for 24 h. Freshly solubilized and
activated B. thuringiensis 4R2 toxin proteins (with proteinase K) in solubilisation buffer
were diluted in fresh medium. Then, 100 uL aliquots containing the toxin, with or
without inhibitors, were added and the plates were incubated for another 24 h. The final
concentration of the solubilisation buffer (56 mM Na2CO3, 11 mM DTT, 100 pg/mL
proteinase K and 1mM PMSF) in the culture media was 8% and was kept constant in
all experiment. After 24 h, 100 pL. of Caspase-Glo 3/7 reagent was added to the wells.
One hour later, the optical density was read using a Fluostar optima BMG (BMG
Labtech Inc., Durham, NC, USA). Readings obtained from treated cells were compared
with measurements from control cells using fold increases. Each experiments were

performed in duplicate.

Statistical analyses

The data were subjected to either one-way analysis of variance or Student’s t-test
(PRISM software version 5.00; GraphPad, San Diego, CA). Differences between
experimental groups, when using one-way analysis of variance, were determined by the

Tukey's test. Statistical significance was accepted when p < 0.05.
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Results

Characterization of B. thuringiensis 4R2 cytotoxic crystal protein

SDS-PAGE analysis of the solubilized crystal proteins revealed a major band
estimated at 37 kDa, corresponding to the native form of the Cry46Aal protein
(Figure 3.1). In PCR experiments with Cry46Aal specific primers, a 940 bp
amplification product was obtained. Analyses of the nucleotide sequence using BLAST
tools revealed that the nucleotide sequence was 100% homologous with the proteinase K
activated Cry46Aal nucleotide sequence (NCBI accession number AB099515.1).
Owing to this nucleotide sequence identity, the 37 kDa crystal proteins from
B. thuringiensis 4R2 was named PS2Aal.
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SDS-PAGE analysis of the 37kDa crystal protein of Bacillus
thuringiensis 4R2 after Coomassie blue staining.
(A) Lane 1: Molecular weight marker; lane 2: solubilized pro-PS2Aal.
(B) Nucleotides sequence of the cry46Aal gene fragment obtained
following amplification with the Bt4R2-2F and Bt4R2-1R primer pair.

Trypsin (used as control treatment) and proteinase K activated crystal proteins

from B. thuringiensis 4R2 (PS2Aal) were examined for cytotoxicity against normal and
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cancer human cells using MTT Assay for a 24 h treatment (Figure 3.2). No cytocidal
activity was observed after trypsin treatment of solubilized crystal proteins for any of the
cells lines. Among the cells tested, proteinase K activated crystal proteins were highly
cytotoxic to HepG2, MCF-7, KLE, Hec-1A, MDA-MB231 and PC-3 cells while being
moderately cytotoxic to Caco-2 cells. No significant cytotoxic activity was observed in
A2780, OVCAR-3, SKOV-3 and HeLa cancer cell lines. None of the normal cell lines
(IOSE-144, HIEEC, HIESC and MCF-10A) showed cytotoxic effects. The cytotoxicity
of the crystal proteins was dose-dependent and was examined using serial proteins
dilutions. Based on their high sensitivity to PS2Aal, HepG2, PC-3 and MCF-7 cancer
cell lines were selected for further experimentations. HIESC cells were used as a normal

cell line model to further explore the effects of PS2Aal on non-cancer cells.
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Figure 3.2  Cytocidal activities of Bacillus thuringiensis 4R2 toxin proteins.
Normal cultured human cells (A) and cancer cultured human cells (B)
2 X 104 cells) were preincubated at 37°C for 20 h; the toxin treated
with trypsin (0) or proteinase K (®) was added (final concentrations,
0.3 ug/mL to 20 ug/mL) further incubated for 24 h. Cell proliferation was
assayed using MTT.
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Morphological changes in cancer cells induced by PS2Aal

To further study the effect of PS2Aal, concentrations from 1pg/mL to 2 pg/mL
were used based on the previous cell viability experiment. Following treatment by
PS2Aal proteinase K activated proteins in HepG2 (2 pg/mL), PC-3 (2 pg/mL) and
MCF-7 (1 pg/mL) cells, morphological characteristics of the treated cells were observed
under light microscopy (Figure 3.3). Cell shrinkage, characteristic of apoptotic cell death
[18], was observed only in HepG2, MCF-7 and PC-3 cancer cells. However, no
morphological changes were observed on HIESC; confirming the non-cytotoxicity of
PS2Aal on normal cells as previously observed with the MTT experiment. No necrosis

morphological changes like cell swelling or blebbing were observed [18].
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Figure 3.3  Morphological characteristics of cells following Bacillus thuringiensis
4R2 toxin proteins treatment.
PC-3 (A), MCF-7 (B), HepG2 (C) and HIESC (D) cells were treated with
1 pg/ml. or 2 pg/ml. B. thuringiensis 4R2 toxin proteins for 24 h.
After 24 h, the cells were observed by light microscopy at a magnification
of 10X and 20X. Results shown are representative of three independent
experiments.
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PS2Aal induces cell death by apoptotic mechanisms

To confirm our previous observations concerning the morphological changes
related to apoptosis occurring in cancer cells, we performed annexin V/ propidium
iodide (PI) staining analysis on the treated cells. Annexin V has the ability to stain
phosphatidyl serine on the outer leaflet of the plasma membrane and its presence on the

outer leaflet instead of the inner leaflet is a unique characteristic of apoptosis [19].
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Results showed that 6 h and 24 h after treatment, PS2Aal induced high level of
apoptosis in all three cancer cell lines (Figure 3.4A-C) and very little in the normal
endometrial cancer cell line HIESC (Figure 3.4D) This is in direct correlation with the
MTT assay results (Figure 3.2). Most cancer cells showed high level of apoptosis after
6 h of treatment indicating the high efficiency of PS2Aal in inducing apoptosis.
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Figure 3.4  Bacillus thuringiensis 4R2 toxin proteins induce apoptosis in human
cancer cells.
PC-3 (A), MCF-7 (B), HepG2 (C) and HIESC (D) cells were treated with
B. thuringiensis 4R2 toxin proteins (1 pg/mL (B) or 2 pg/mL (A,C,D))
for 24 h. Annexin V and PI staining was detected by FACS analysis.
Results are mean = S.E.M. of three independent experiments. *P < 0.05
compared with corresponding mock-treated cells.
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Because PS2Aal induces high toxicity and lot of cells are PI positive only after
24 h, we decided to do a caspase-3/7 assay to check if PS2Aal specifically activates
caspases -3 and -7 to induce apoptosis (Figure 3.5). After 24 h treatment, PS2Aal
increased significantly the activity of both caspases -3 and -7 in PC-3 and HEPG2
cancer cell lines (Figure 3.5A&C). MCF-7 cancer cell line is caspase-3 deficient and
considering this deficiency, only caspase-7 can be measured by this assay in this cell line
[20]. A significant increase of caspase activity can be observed in MCF-7 cancer cell
line which indicates that the apoptosis induced is compensated by caspase-7, implicated
in the mechanism of action of PS2Aal (Figure 3.5B). Low level of cell death was
previously observed in normal cell line HIESC by Annexin V/PI flow cytometry and
consequently, no significant increase of caspase-3/7 activity could be measured by the

caspase assay in HIESC (Figure 3.5D).



125

>

PC-3 B MCF-7
%%

]

Caspase 3/7 actlvity
> B
i 1

Caspase 7 activity

(=)
=]

L) L] 0'0 ¥ L]
o o o o>
Drug concentration Drug concentration

O

HEPG2 D HIESC
*%

- -]
)
-
3
1

_‘

|

o
[3,]
1

N
| I

Caspase 3/7 activity
F-S
1

Caspase 3/7 actlvity

T L
QQQ WQQ QQQ ,vp
Drug concentration Drug concentration

(=]

e
)

Figure 3.5  Bacillus thuringiensis 4R2 toxin proteins activate and increase
caspases-3/7 activity in human cancer cells.
PC-3 (A), MCF-7 (B), HepG2 (C) and HIESC (D) cells were treated with
B. thuringiensis 4R2 toxin proteins (2ug/mL) for 24 h. The level of
caspases-3/7 was measured using Caspase-Glo 3/7 assay. The MCF-7 (B)
cells are Caspase-3 deficient and only Caspase-7 can be measured.
*P <0.05 and **P <0.01 compared with corresponding mock-treated
cells.

To further investigate apoptosis induction, we also measured different apoptosis
markers by western blot analysis such as cleaved caspase-3,-8, -9 and cleaved PARP.
Our results showed that, as early as 6 h of treatment with PS2Aal, caspase-3
cleavage/activation was observed in both PC-3 and HEPG2 cancer cells
(Figure 3.6A&C; MCF-7 being caspase-3 negative). Once activated, caspase-3 is an
effector caspase and can do proteolytic cleavage on various proteins, such as the repair

protein PARP, then leading to apoptotic cell death. However, caspase-3 requires initiator
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caspases from either the intrinsic or extrinsic pathway to be cleaved/activated [21, 22].
By western blot analysis, we measured cleaved caspase-8 (extrinsic pathway) and
cleaved caspase-9 (intrinsic pathway) and found out that only caspase-9
cleavage/activation was present in all three cancer cell lines (Figure 3.6A-C) while
caspase-8 cleavage/activation was not observed (Data not shown). In correlation with
caspases cleavage, PS2Aal also induced PARP cleavage/degradation in all three cancer
cell lines (Figure 3.6A-C). Cleaved PARP and cleaved caspase-3 protein levels are low
after 24 h treatment of the toxin in HEPG2 cancer cell line (Figure 3.6C). This is
probably because most of the cells were dead since 6 h (> 75%). After 24 h treatment,
almost all the HEPG2 cells were floating and dead (> 92%). Proteins were probably all
degraded because of proteases implicated in late apoptosis leading to massive protein
destruction and the cells are now in debris [23]. This is further supported with the MTT
data (Figure 3.2B) and Annexin V/PI flow cytometry (Figure 3.4C&H) which indicate
that almost 100% of the cells are dead at this concentration after 24 h of treatment
explaining the situation observed. It is also notable that none of these markers of
apoptosis were observed in the normal cell line HIESC (Figure 3.6D) indicating that no
apoptosis was occurring using the maximum dose of PS2Aal (2 pug/ml) previously used
on cancer cell lines. The Western blot bands visible in the normal cell line HIESC are
the basal level of the different markers, observable only after high exposition to reveal
the appropriate protein bands (Figure 3.6D). This is in concordance with the absence of
apoptosis and caspases-3/7 activity observed in previous experiments for the normal cell

line HIESC (Figure 3.4-Figure 3.5)
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Figure 3.6

Bacillus thuringiensis 4R2 toxin proteins activate apoptosis
mechanisms in human cancer cells.

PC-3 (A), MCF-7 (B), HepG2 (C) and HIESC (D) cells were treated
with B. thuringiensis 4R2 toxin proteins (1-2 pg/mL) for 6 h and 24 h.
The levels of apoptosis—specific cleaved proteins Caspase-3, Caspase-9
and PARP were determined in treated cells using western blot analysis.
The MCF-7 (B) cells are Caspase-3 deficient. B-Actin was used as a
loading control. Results shown are representative of three independent
experiments.
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Regulation of different survival and death pathways in response to PS2Aal

All the previous experiments demonstrate that PS2Aal toxin can induce cell death
in cancer cells through apoptosis induction. In order to investigate the possible
involvement of other survival/death pathways, we performed additional experiments on
PC3 prostate cancer cells using western blot analysis. We first investigated the AKT
survival pathway known for being an important survival mechanism for cancer cells.
Proteins from the AKT pathway are often altered in cancer and the high survival signal
from these mutations are often responsible for the resistance of cancer cells to
therapeutics treatments and the impossibility to induce apoptosis [24-28]. Our results
showed a high decrease of phosphorylated (the active form) AKT at serine 473.
Total AKT level was also decreased suggesting that it is also in part responsible for the
decrease of p-AKT level. XIAP, an inhibitor of caspase and an ubiquitin ligase for
PTEN (a negative regulator of AKT phosphorylation) was also decreased (Figure 3.7A)
[29]. ERK1/2, proteins of the MAPK pathway, requires activation/phosphorylation to
induce apoptosis in cancer cells following treatment with cisplatin or other apoptosis
stimuli [30-32]. As observed in cisplatin treatments, PS2Aal induced an increase of
ERK1/2 phosphorylation at 24 h following treatment while total ERK level was staying
stable (Figure 3.7B). This suggests that ERK activation is required for the induction of
apoptosis. Finally, we recently discovered a new mechanism related to the tumour
suppressor PAR-4 which is cleaved by caspase-3 upon apoptosis stimuli and is able to
induce apoptosis once cleaved [33, 34]. Because of PS2Aal capacity to activate
apoptosis mechanisms, we questioned whether PAR-4 cleavage could be involved in
apoptosis induction upon treatment with the toxin. Interestingly, a cleaved fragment of
approximately 25 kDa appeared as soon as 6h after treatment with PS2Aal in full
correlation with our hypothesis (Figure 3.7C). The presence of the cleaved PAR-4
fragment, normally present only in cancer cells undergoing apoptosis, reinforces the idea

that PS2Aal is an inducer of apoptosis in cancer cells.
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Figure 3.7  Bacillus thuringiensis 4R2 toxin proteins regulate various survival
pathways in PC-3 cancer cells.
PC-3 cancer cells were treated with Bt 4R2 toxin proteins (2 pg/mL) for
6 h and 24 h. (A) PI3K/AKT pathway proteins (B) ERK and (C) PAR-4
protein levels were determined in treated cells using western blot
analysis. B-actin was used as a loading control. Results shown are
representative of three independent experiments.

Inhibition of MAPK and Pi3K survival pathways in combination with PS2Aal

Considering the previous results obtained, indicating that the toxin PS2Aal
regulates positively ERK1/2 phosphorylation (MAPK pathway) and negatively AKT
phosphorylation at serine 473 (AKT pathway), we decided to use inhibitors of both
pathways in combination with PS2Aal to see if it has an influence on the apoptosis

induced and caspases activity on the PC3 cancer cell line. We used U0126 as an
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inhibitor of the MAPK pathway (ERK1/2) and wortmannin as an inhibitor of the Pi3K
pathway (AKT), each one, alone or in combination with PS2Aal. To see the impact of
the inhibitors in combination with PS2Aal in PC3 cancer cells, we did a caspase 3/7
assay to measure caspases activity and western blots to again measure apoptosis markers
and the proteins inhibited (Figure 3.8). Interestingly, when using Pi3K inhibitor
wortmannin in combination with PS2Aal, we observed a synergetic increase of caspase
3/7 activity (Figure 3.8A). This observation is also correlated in the western blots where
we can observe an increase of cleaved caspase-3 protein level (Figure 3.8B). Indeed, in
relation with the observed increase of active caspase-3, PS2Aal in combination with
wortmannin also increased the level of PARP cleavage/degradation (Figure 3.8B).
No significant changes were observed in both experiments when using the MAPK
inhibitor U0126 in combination with PS2Aal (Figure 3.8). ERK1/2 and AKT protein
levels (total and phosphorylated) were measured to confirm the efficiency of both
inhibitors after 24 h treatment.
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Bacillus thuringiensis 4R2 toxin proteins in combination with MAPK
and PI3k survival pathways inhibitors.

PC-3 cancer cells were pre-treated with MAPK inhibitor U0126 (10 uM)
or PI3k inhibitor Wortmannin (10uM) for 1 h and then Bt 4R2 toxin
proteins (2 pg/ml) was added for 24 h. (A) The level of caspases-3/7 was
measured using Caspase-Glo 3/7 assay. *P <0.05 and ***P <0.001
compared with corresponding mock-treated cells. (B) The levels of AKT
(total and phosphorylated), ERK1/2 (total and phosphorylated), cleaved
Caspase-3 and cleaved PARP were determined in treated cells using
western blot analysis. B-actin was used as a loading control. Results
shown are representative of three independent experiments.
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Discussion

Parasporin-2Aal is a 37kDa crystal protein, originally isolated from
B. thuringiensis A1547, known to be a pore forming toxin active against human cancer
cells [35]. The previous studies suggest that this toxin protein mode of action is non-
apoptotic but these studies lack in-depth molecular analysis of cancer cell death
pathways [11, 12]. In the present study, a new B. thuringiensis strain, 4R2, was shown to
produce the PS2Aal (Cry46Aal) crystal protein. We first observed that the proteinase K
treated PS2Aal crystal proteins caused morphological changes in the highly sensitive
HepG2, MCF-7 and PC-3 cancer cell lines while, on the other hand, the normal cell line
HIESC morphology was unchanged. In previous studies, cell lysis, swelling and
blebbing were observed in sensitive cell lines including HepG2 [11, 12]. In this study,
none of these morphological changes were observed; instead, cells shrinkage was
observed in the sensitive cells lines, supporting the hypothesis that PS2Aal could induce

apoptosis in cancer cells line [18].

The B. thuringiensis cry genes encoding the Cry proteins are located on plasmids.
The latter can be transferred between B. thuringiensis strains [2]. Such plasmid transfers
may explain why the gene encoding the protein PS2Aal (Cry46Aal) can be found in
two different B. thuringiensis strains. As shown in a previous study, cry genes coding for
the same parasporin protein can be geographically dispersed [36]. This supports the fact
that the B. thuringiensis 4R2 strain contains the same parasporin gene as B. thuringiensis
A1547. The 1017 nucleotide sequence (338 amino acids) of cry464al from
B. thuringiensis A1547 strain (Genbank accession number: AB099515.1) encodes the
full length Cry46Aal protoxin, the precursor of the activated toxin. When activated by
proteinase K, the protoxin is cleaved at residues 52 and 306 of the amino acids sequence
to yield an active form [11]. The nucleotide sequence from B. thuringiensis 4R2
obtained with our primers by PCR amplification is 100% homologous with the sequence
of proteinase K activated protein described above (amino acids residues 52 to 306).
The Cry46Aal protein expression was confirmed by SDS-PAGE analysis and the 37kDa

major band observed indicates that the crystal proteins solubilisation was efficient.
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Dose-response studies of proteinase K and trypsin activated PS2Aal crystal
protein were conducted using the MTT assay. When activated by proteinase K, PS2Aal
had high cytotoxicity against HepG?2 cells as previously reported [12]. The normal cell
lines HIESC, IOSE-144, HIEEC and MCF-10A were not sensitive to the proteinase K
activated proteins PS2Aal. Moreover, several new cancer cells lines were screened and
new sensitive cancer cell lines, MCF-7, MDA-MB231, KLE, Hec-1A and PC-3, were
found. In susceptible insect models, activated Cry proteins bind to specific receptors at
the surface of the epithelial membrane midgut cells [37]. In many case, Cry proteins
bind to multiple receptors sequentially leading to por'e formation in the midgut cells
[38]. The selective cytotoxicity of PS2Aal toward cancer cells and the absence of
cytotoxicity in the normal cells suggest that either different receptors are present on the
surface of cancer and normal cell membranes or only absent on the normal cells.
Alternatively, normal cells may not express GPI anchor protein to enhance cytotoxicity

of PS2Aal.

When activated by trypsin, the PS2Aal crystal protein did not show cytotoxicity
against the different cell lines. PS2Aal protoxin had to be cleaved by proteinase K to be
cytotoxic against human cancer cells [12]. Presumably, the trypsin and proteinase K
cleavage sites are different. Toxin proteins without protease activation were tested at
high concentration (20pg/mL) against all cells lines and no toxicity was observed in all
the cells treated (data not shown). In insect models, specific protease activation is
essential and can determine the toxin specificity [39]. Digestion of Cry proteins with
some proteases can also generate inactive products and contribute to insect resistance
[40]. It is reasonable to hypothesize that without proper protease activation, the PS2Aal
protoxin could not be recognized by the normal cells receptors. Conversely, when
cleaved with proteinase K, specific regions of the activated PS2Aal can bind to a
receptor. When cleaved by trypsin, theses specific regions can only be partially exposed

or not at all, preventing binding.

The parasporins are not the only bacterial toxins able to induce apoptosis in host

cells [41]. Mitochondria pathway apoptosis can also be activated by bacterial pathogens
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[42]. PS2Aal shows structural homology with the Aeromonas hydrophila aerolysin
and Clostridium perfringens alpha-toxin [35]. These pore forming toxins require
GPI-anchored proteins for efficient cytolysis and binding [43]. These structural
similarities strengthen the indications that PS2Aal is a pore forming protein [35]. In the
PS2Aal, the GPI-anchored proteins seem to be implicated in toxin cytotoxicity but not
in binding specificity as opposed to aerolysin and alpha-toxin [13]. The lack of
information on the binding events is a hurdle in gaining a better understanding of the
molecular pathways involved at this level. One hypothesis is that PS2Aal forms small
pores in the plasma membrane enabling the passage of ion molecules in cells and thus
inducing apoptosis. This is the mode of action displayed by the Staphylococcus aureus

alpha toxin which also induces apoptosis in host cells [44].

So far, some other parasporins have been shown to induce apoptosis in
mammalian cancer cells [45, 46]. However, we are the first to demonstrate the apoptotic
effects of parasporin-2Aal (PS2Aal). The parasporin-1Aal is cytotoxic against Hel.a
and MOLT-4 cells and cause an increase of intracellular level of calcium via
heterotrimeric G-protein or G-protein-coupled receptors [46]. This parasporin, however,
is not considered a pore forming toxin, contrary to PS2Aal. Another 29 kDa parasporin
from the B. thuringiensis A1519 strain induces mitochondrial apoptosis pathway in the
Jurkat cells via caspase-3 and -9 cleavage and the release of cytochrome ¢ from the
mitochondria [45]. In a previous study, it was reported that HepG2 cells, treated with
PS2Aal, have shown a leakage of cytochrome C from mitochondria who was not
consider at that time as an apoptotic event [11]. The cytochrome C leakage from the
fragmented mitochondria is hallmark of apoptosis induction through the mitochondria
pathway [47]. In our current study, caspase-9 cleavage is observed in the three PS2Aal
selected sensitive cells lines (HepG2, MCF-7 and PC-3) supporting the hypothesis of the
mitochondria pathway activation. Identification of the receptor implicated in PS2Aal
binding will contribute to a better understanding of the exact molecular events involved

in apoptosis induced cell death.
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The regulation of the various survival pathway observed supports the hypothesis
of the induction of apoptosis by PS2Aal (Figure 3.7). AKT pathway is well known for
its survival and proliferative functions [24, 48]. Survival aspect of the AKT pathway
involves the inactivation of proapoptotic factors such as Bad and caspase-9 but also the
promotion of the cell cycle via the activation of mTor/p70S6k cascade [24, 29]. XIAP is
a protein responsible for being an inhibitor of caspase-3, -7 and- 9 by directly binding
these proteins and then inhibiting their functions [49]. By inhibiting caspase-9, XIAP
can also interfere with cytochrome C pathway. It has been shown that XIAP anti-
apoptotic functions are mediated in part by the regulation of the AKT pathway [29].
Upon apoptosis stimuli, AKT, its active form p-AKT and XIAP are very often
downregulated to block proliferation and enhance apoptotic mechanisms as observed
upon treatment with PS2Aal on various cancer cells [28, 50]. This is further supported
by the cleavage/activation of caspase-3, -7and -9. Currently, in cancer clinical trials,
many PI3k inhibitors are under study and some of these are very promising.
Using pathway inhibitors in combination with conventional chemotherapy is often very
valuable by increasing the efficiency of the treatment and also counter chemoresistance
by decreasing the activity of these survival pathways [51-53]. Following this idea of
combination, we observed for the first time the synergetic effect of PS2Aal toxin in
combination with Wortmannin (PI3k inhibitor). Indeed, by treating prostate cancer cells
PC-3 with this combination, apoptosis was increased by more than three time when
compared with the toxin alone. This synergetic effect of PS2Aal with Wortmannin
would probably be even higher in PTEN mutant cancer, very frequent in the
endometrium [54]. This is valuable information for future experiments and pre-clinical
trial involving the PS2Aal toxin considering the arrival of many PI3k inhibitors in
clinical and the more common use of combination therapy for the treatment of cancer

patient.

ERK1/2 are proteins from the MAPK pathway and known for various regulation
such as proliferation, cell migration, differentiation and cell death depending on the
condition exposed [31, 32]. Cell death has been frequently associated with p-ERK1/2
upon diverse apoptotic stimuli [30-32]. The reason why p-ERK1/2 is increased and
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implicated when apoptosis occurs is not well known. However, some papers indicates
that P53 activity can be upregulated by the ERK1/2 during apoptosis. Also, it has been
shown that using MEK inhibitors reduce apoptosis and decreases the level of many
apoptotic factors such as TNF-a and cleaved-Caspase-3 [32, 55-57]. Similar results were
obtained upon treatment with PS2Aal (Figure 3.7) with the increase of the active form
of ERK1/2 (p-ERK1/2) support the implication of the MAPK pathway in enhancing
apoptosis activity as observed with cisplatin and other apoptotic inducers [30-32].
However, when using a MAPK inhibitor, U0126, in combination with PS2Aal, no
change in apoptosis were observed when compared with the toxin alone. This indicates

that the MAPK is not critical for the mechanism of the toxin.

Prostate apoptosis response-4 (PAR-4) is a tumour suppressor known for inducing
selectively apoptosis in cancer cells using a unique domain (SAC) [58]. PAR-4 can
induce apoptosis by both the intrinsic and extrinsic pathways involving various
regulation of these different pathways. However, the selectivity of PAR-4 to induce
apoptosis only in cancer cells is attributed to the PKA level required to activate PAR-4
which is not sufficient in normal cells compared to most cancer cells [59, 60].
More recently, we discovered that PAR-4 is cleaved by caspase-3 upon apoptotic stimuli
and that its cleaved fragment plays a role in the apoptotic mechanism of PAR-4 in
cancer cells [33]. Upon treatment with PS2Aal, a cleaved fragment of PAR-4 was
observed in the PC-3 cancer cell line further supporting the hypothesis of the induction

of apoptosis by the toxin and its selectivity for cancer cells.

In conclusion, the results obtained in this study clearly indicate that PS2Aal,
synthesized by B. thuringiensis 4R2, induces apoptosis in human cancer cells but not in
normal cells. Caspase activation and the regulation of the tested survival/death pathways
involved in apoptosis confirm that the PS2Aal induces cell death by apoptosis and can
now better explain PS2Aal mechanism of action. The PS2Aal toxin is a very promising
molecule for future studies on its selectivity on cancer cells. However, further
experiments on the mechanism implicated in cell specificity and the mechanism related

to the induction of apoptosis will be needed in order to clarify its mode of action.
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Le chapitre IV contient une étude démontrant les mécanismes de régulation
post-traductionnelle du fragment clivé de Par-4 dans

des cellules de ’endométre et de I’ovaire.
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4.2 Résumé de ’article (frangais)

Nous avons récemment rapporté un clivage caspase-3-dépendant de Par-4 résultant
de ’accumulation d’un fragment clivé de Par-4 de 25 kDa (cl.Par-4). Dans la présente
étude, nous avons étudié les mécanismes de régulation de ce fragment en utilisant des
clones stables exprimant cl.Par-4, dérivés de lignées cellulaires des cancers de I’ovaire et

de ’endométre.

La protéine cl.Par-4 était initialement faiblement exprimée dans tous les clones
stables en dépit de I’expression constitutive de son géne. Cependant, lors d’un traitement
au cisplatine, le niveau protéique de cl.Par-4 a augmenté jusqu’a 50 fois par rapport aux
conditions contrdles. Le traitement des clones stables avec des inhibiteurs du protéasome
et de la traduction a révélé que I’exposition au cisplatine pourrait en fait permettre la
protection de la protéine cl.Par-4 d’une dégradation dépendante du protéasome.
Les voies de survies PI3K et MAPK sont également impliqués comme en témoigne une
augmentation de cl.Par-4 en présence d’inhibiteurs de PI3K et une diminution de
cl.Par-4 avec I’utilisation des inhibiteurs de MAPK. Enfin, via I’utilisation de ressources
bio-informatiques, nous avons découvert divers ensembles de données démontrant des
résultats semblables & ceux que nous avons observés avec le protéasome et la

protéine cl.Par-4 soutenant davantage nos données.

Ces nouveaux résultats s’ajoutent aux mécanismes complexes régulant
I’expression et I’activité de la protéine Par-4, et justifient d’autres études portant sur la

signification biologique de ce phénoméne dans les cellules cancéreuses gynécologiques.
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4.3 Article complet (anglais): Post-translational regulation of the cleaved
fragment of Par-4 in ovarian and endometrial cancer cells

Abstract

We recently reported the caspase3-dependent cleavage of Par-4 resulting in the
accumulation of a 25kDa cleaved-Par-4 (cl-Par-4) fragment and we investigated in the
present study the mechanisms regulating this fragment using cl-Par-4-expressing stable

clones derived from ovarian and endometrial cancer cell lines.

Cl-Par-4 protein was weakly express in all stable clones despite constitutive
expression. However, upon cisplatin treatment, cl-Par-4 levels increased up to 50-fold
relative to baseline conditions. Treatment of stable clones with proteasome and
translation inhibitors revealed that cisplatin exposure might in fact protect cl-Par-4 from
proteasome-dependent degradation. PI3K and MAPK pathways were also implicated as
evidenced by an increase of cl-Par-4 in the presence of PI3K inhibitors and a decrease
using MAPK inhibitors. Finally using bioinformatics resources, we found diverse
datasets showing similar results to those we observed with the proteasome and cl-Par-4

further supporting our data.

These new findings add to the complex mechanisms regulating Par-4 expression
and activity, and justify further studies addressing the biological significance of this

phenomenon in gynaecological cancer cells.

Introduction

In North America and Europe, gynaecological cancer accounts for more than
1/10™ of cancer deaths and new cases among women [1—3]. Ovarian cancer is the fifth
leading cause of cancer death among women and is the gynaecological cancer causing
the highest mortality rate [1-5]. Endometrial cancer is the most common gynaecological
cancer with the highest rate of new cases each year [1-3, 6]. One major hurdle among

feminine cancers is that advanced and recurrent cases often come with acquired
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chemoresistance that drastically reduces patient survival rates [5, 6]. New molecular

targets are thus required to eliminate recurrence and overcome chemoresistant cancers.

Prostate apoptosis response-4 (Par-4) is one potential therapeutic protein because
of its unique ability to induce apoptosis only in cancer cells in a selective manner [7, 8].
Par-4 unique apoptotic ability is activated by numerous complex mechanisms including
the intrinsic and extrinsic caspase pathways [8—10]. Based on the human protein atlas, a
considerably high level of Par-4 mRNA and protein can be found in both endometrium
and ovary tissue relative to other tissue types [11]. It has been shown that Par-4 knock-
out mice have a reduced lifespan and more than 36% of the studied animals developed
endometrial cancer after only one year of living [12]. Nevertheless, except for a few
studies, very little is known about Par-4 in ovarian and endometrial tissues [13-21]; it is
also interesting to note that half of the studies were conducted in normal instead of
cancer tissues [18-21]. The role and regulation of Par-4 in ovarian and endometrial

malignancies thus warrants further investigation.

The functions and subcellular localization of Par-4 is regulated by various
mechanisms. First, Par-4 is phosphorylated at Thr163 (Thr155 in rat) by PKA allowing
the protein to translocate to the nucleus and induce apoptosis in cancer cells [22].
Localization plays a critical role in Par-4 ability to induce apoptosis. Indeed, Par-4 needs
to translocate to the nucleus, via its NLS2 domain, to activate the apoptotic cascade and
phosphorylation by PKA at Thr163 is a pre-requisite for this nuclear entry [8]. In the
case of normal cells, they express a moderate to high level of Par-4, however most of
the protein is located in the cytoplasm [11, 21, 23]. Par-4 also has a second site of
phosphorylation at Ser249 in rats which is phosphorylated by AKT1 [24]. AKTI1 can
also bind and phosphorylates Par-4 in human cells, however, the exact site of
phosphorylation in the human sequence of Par-4 has yet to be experimentally confirmed.
AKT1 binds directly on Par-4’s leucine zipper domain and then phosphorylates Par-4 to
maintain the protein in the cytoplasm leading to cancer cells survival and inhibition of
Par-4 apoptotic activity [24]. In turn, Par-4 is also known to negatively regulate the
level/activity of AKT downstream targets such as NFxB and XIAP [25-27]. Data from
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cbioportal.org indicates that PI3K/AKT/PTEN pathway is more than often mutated or
amplified in endometrial (> 90%) and ovarian cancers (> 55%), offering an advantage
for cancer cell survival [28, 29]. These high levels of alteration in the PI3K/AKT/PTEN
pathway indicate a potential issue for Par-4 activity, because of AKT1 negative
regulation, in endometrial and ovarian cancers and are also known for being important
key protein related to the chemoresistance of the feminine cancers [5, 6, 30-32].
Par-4 downregulation can also increase the components of the PI3K/AKT pathway,
conferring resistance to chemotherapy to pancreatic cancer cells [33]. While previous
publications have hinted at the crosstalk between the PI3K pathway and Par-4 dynamics,
very little mechanistic work has been made toward the clarification of this relationship

[24, 34].

In addition to phosphorylation, Par-4 is also regulated by other post-translational
mechanisms. Indeed, a recent paper has shown that Par-4 can be ubiquitinated via
binding with Fbxo45 protein on its VASA domain to decrease its protein level [35].
We also recently discovered that Par-4 is cleaved by caspase-3 at D131 during apoptosis
in many different cancer cells. This cleavage consistently generates a 25 kDa cleaved
fragment (cl-Par-4) that contains the nuclear localization sequence (NLS2), the selective
for apoptosis induction in cancer cells domain (SAC) and the leucine zipper domains
[14]. Most importantly, the accumulation of cl-Par-4 under various apoptotic stimuli
seems to be an important factor related to the chemosensitivity of cancer cells and the
level of apoptosis observed. Nevertheless, beside a few incidental reports in the
literature [36-38], not much is known about this cleaved fragment. Considering the
potential importance of this modification, further exploration of the mechanisms related
to this fragment are required to better understand Par-4 functions. In this study, we
report for the first time that cl-Par-4 is regulated by diverse post-translational
mechanisms including the proteasome and the PI3K/MAPK survival pathways in both

ovarian and endometrial cancer.
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Materials and methods
Cell culture

Human endometrial cancer cell lines Ishikawa and Hec-1a were kindly provided
by Dr. Sylvie Mader (Université de Montréal, Montréal, Canada); A2780 and A2780CP
(Cisplatin resistant) were kindly provided by Dr. G. Peter Raaphorst (Ottawa regional
cancer center, Ottawa, Canada). Hec-la cell line was maintained in McCoy’s SA
Medium containing 5% bovine growth serum and 50 pg/ml gentamycin; Ishikawa,
A2780 and A2780CP cell lines were maintained in DMEM-F12 medium containing
2% bovine growth serum and 50 pg/ml gentamycin. The cells were maintained at 37°C
with 5% CO2.

Lentiviral transfection

Lentiviral particles were produced using the lenti-X HTX packaging system and
HEK-293T cells from Clontech laboratories (Mountain View, CA, USA). The cl-Par-4-
myc-DDK plasmid was constructed from a pLVX-puro backbone plasmid (Clontech
laboratories, Mountain View, CA, USA). The cl-Par-4 portion of the plasmid was added
using the InFusion cloning system from Clontech (Mountain View, CA, USA).
The cl-Par-4 fragment also contains a myc-tag sequence as well as a DDK (Flag)
sequence at 3’ -end. Ovarian cancer cells (A2780 and A2780CP) and endometrial cancer
cells (Ishikawa and Hec-1a) were then infected with supernatant containing lentiviral
particles of either empty pLVX-puro or pLVX-cl-Par-4-myc-DDK plasmid for 24 h.
Media was then replaced and cells were let to recover for 24 h. Antibiotic selection of
transduced cells were then done using puromycin (0,75 pg/ml for Hec-1a and 0,5 pg/ml
for A2780, A2780CP and Ishikawa) for five days. The whole pool containing the

resistant cells were then used for further experimentations.
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Antibodies and reagents

All primary antibodies were obtained from Cell Signaling Technology (Bervely,
MA, USA) except for the loading controls GAPDH (Abcam, Cambridge, MA, USA)
and B-actin (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). Secondary antibodies, HRP-
conjugated goat anti-rabbit was from Bio-Rad Laboratories (Mississauga, ON, Canada).
Cisplatin, 17B-estradiol, Cycloheximide, Wortmannin, Insulin and MG-132 were
purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA), NVP-BEZ235 was purchased
from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA), MK-2206, Perifosine and AZD5364
were purchased from Selleck Chemicals (Houston, TX, USA), U0126 and PD98059
were purchased from Cell Signaling Technology (Bervely, MA, USA).

Western blot

Treated cells were washed with PBS and submitted to lysis in cold RIPA buffer
containing protease and phosphatase inhibitors (Roche Applied Science, Laval, QC,
Canada) followed by three freeze-thaw cycles. Equal amounts of cell lysates, determined
using Bio-Rad DC protein assay (Mississauga, ON, Canada), were separated by
SDS-Page polyacrylamide gels (8-15%) and then transferred onto nitrocellulose
membranes (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). Membranes were blocked in 5% milk,
PBS 1X, 0.06% Tween 20 for 1 h at room temperature, probed with primary antibody,
washed in PBS 1X, 0.06% Tween 20, and incubated with horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). Detection was
performed using SuperSignal West Femto™ substrate (Thermo Fisher Scientific,
Nepean, ON, Canada), as described by the manufacturer using UVP bioimaging
systems. Densitometry was done using either Quantity One software version 4.6.9 (Bio-

rad, Mississauga, ON, Canada) or ImageJ software 1.50B [83].
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Subcellular fractionation

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific,
Nepean, ON, Canada) was used according to the manufacturer’s instructions.
Cytoplasmic proteins were collected using CERI&II reagents while proteins from the
nucleus were collected using NER reagent. GAPDH was used as a loading/purity control

for cytoplasmic proteins while PARP was used for nuclear proteins.

Statistical analyses

The data were subjected to one-way or two-way analysis of variance (One-
way/Two-way ANOVA) using PRISM software (version 6.00; GraphPad, San Diego,
CA). Differences between experimental groups were determined by the Tukey’s test.
Statistical significance was accepted when p < 0.05.

Results

Par-4 is cleaved only in chemosensitive ovarian and endometrial cancer cells during
cisplatin treatment

Par-4 possesses various domain including the nuclear localization sequence
(NLS1&2), the VASA domain for ubiquitination by Fbxo45, the selective for apoptosis

in cancer cells domain (SAC) and a leucine zipper domain (Figure 4.1A).

A characteristic to consider for cancer therapy is the level of alteration the protein
of interest possesses. In the case of Par-4, the protein is scarcely ever suppressed, nor
mutated. Literature and data from cbioportal.org indicates that less than 2.5% of all
cancer cases have a mutation or suppression of the Par-4 gene, excluding melanoma.
This rate is even lower (< 1%) in ovarian and endometrial cancers (Figure 4.1B) [28].
This low alteration rate combined with the tumour suppressor characteristic of Par-4 are

favourable for consideration as a molecular target for cancer therapy.
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We have previously demonstrated that upon cisplatin treatment, Par-4 is cleaved
by caspase-3 at D132 and subsequently generates a 25kDa fragment, probed with Par-4
antibody, that we named cl-Par-4 (Figure 4.1A) [14]. We hence decided to evaluate if
the same effect would be observed in different ovarian (A2780, A2780CP) and
endometrial (Ishikawa, Hec-1a) cancer cells. Interestingly, cl-Par-4 was present in a
dose-dependent manner only in chemosensitive cell lines (Ishikawa and A2780) treated
with cisplatin (Figure 4.1C). Indeed, no additional band representing cl-Par-4 was
visible at approximately 25kDa in the chemoresistant cell lines (Hec-1a and A2780CP)
after cisplatin treatment (Figure 4.1C). These findings indicate that cancer cells from
both ovarian and endometrial tissues can also cleave Par-4 and that the chemoresistance

status of the cell line plays a role in the presence of cl-Par-4 upon cisplatin treatment.
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A. Schematic of Par-4 domains including the caspase-3 cleavage site
location. B. Histogram presenting the low level of alteration of Par-4 gene
(PAWR) occurring in various cancer cell lines. C. Ovarian cancer cell
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and its cleaved fragment were determined in treated cells using western
blot analysis. GAPDH was used as a loading control. Results shown are
representative of three independent experiments.



155

Cleaved-Par-4 is stabilized by post-translational mechanisms upon cisplatin treatment

To better explore the regulation of cl-Par-4 in ovarian and endometrial cancer
cells, we used a lentiviral plasmid containing the cl-Par-4 sequence with the addition of
myc-tag and FLAG (DDK) at the 3’-end (Figure 4.2A). Using this newly constructed
lentiviral plasmid, we infected both ovarian (A2780, A2780CP) and endometrial
(Ishikawa, Hec-1a) cancer cells, followed by a five-day antibiotic selection to obtain
stables clones exhibiting constitutive cl-Par-4 expression (Figure 4.2B). Intriguingly, a
very high exposition was required to see the protein levels of cl-Par-4 by Western blot
indicating the levels were relatively low considering the constitutive expression of the
transgene. This weak expression was observed in all four ovarian and endometrial
cancer cell lines, which indicated a potential negative regulatory mechanism targeting
the cl-Par-4 protein (Figure 4.2B). We then treated all four cell lines expressing cl-Par-4
with incremental doses of cisplatin (10-20 uM) and witnessed an unequivocal dose-
dependent increase in cl-Par-4 levels (Figure 4.2C). The effect was also related to the
chemoresistance status of cell lines: chemosensitive cancer cells exhibited a dramatic
50 fold increase in cl-Par-4 levels relative to baseline conditions, while chemoresistant
cancer cells showed a modest increase, with values for fold change ranging from 2 to 5
(Figure 4.2C-D). These results are similar to those observed for endogenous cl-Par-4
with regards to the chemoresistance status of cell lines (Figure 4.1), but also reveal that
cl-Par-4 accumulation is not only the result of a caspase-3-dependent cleavage and may

also involve other regulatory mechanisms.

Finally, we treated Ishikawa with cisplatin at different time points (2 h, 6 h and
24 h) to determine if cl-Par-4 accumulation was detectable before 24 h. The results
clearly show that cl.Par-4 levels are increased as soon as 2 h after treatment with 20 pM
cisplatin indicating that this regulation is rapid and likely mediated by post-translational
mechanisms (Figure 4.2E).
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Figure 4.2  Cleaved-Par-4 protein is stabilized upon cisplatin treatment.

A. Schematic of cl-Par-4 transgene and its domains for the production
of stable clones, used throughout the manuscript. B. Ovarian and
endometrial cancer cells were stably transduced with cl-Par-4-myc
plasmid using lentiviral particles. C-D. Cl-Par-4 cancer cell lines were
treated with 10-20 uM Cisplatin for 24 h. E. Ishikawa Cl]-Par-4 cancer
cell lines were treated with 20 uM Cisplatin for 2h, 6 h or 24 h.
The protein level of cl-Par-4-myc was determined in treated cells using
western blot analysis. B-Actin or GAPDH were used as a loading control.
Results shown are representative of three independent experiments.
Results are mean + S.E.M. of three independent experiments. *=P < 0.05;
*¥*=P <(0.01 and ***=P <0.001 when compared with corresponding
mock-treated cells.
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Cleaved-Par-4 subcellular localization in ovarian and endometrial cancer cell lines

Since full-length Par-4 can be found in both the cytoplasm and nucleus of cancer
cells, we questioned if cl-Par-4 was also localized in both compartments and if a
translocation would occur upon cisplatin treatment to increase the level of cl-Par-4 as
previously observed. Using subcellular fractionation and western blot, we observed a
pattern where cl-Par-4 was localized in both the cytoplasm and nucleus in ovarian and
endometrial cancer cell lines in presence or absence of cisplatin (Figure 4.3A).
No apparent nuclear translocation occurred upon cisplatin treatment. These results
indicated that the localization of cl-Par-4 was not implicated in the post-translational

regulation observed when using cisplatin.
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Figure 4.3 Cleaved-Par-4 localization in ovarian and endometrial cancer cell
lines.
Cl-Par-4 cancer cell lines were treated with 20 uM Cisplatin for 24 h.
A. Cytosolic/nuclear cell fractionation was done and the protein level of
cl-Par-4-myc was determined in treated cells using western blot analysis.
GAPDH and PARP were used as cytosolic and nucleus loading control
respectively. Results shown are representative of three independent
experiments.
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Cleaved-Par-4 protein level is decreased by the proteasome

Considering that full-length Par-4 is regulated by various post-translational
mechanisms including ubiquitination and proteasome-dependent degradation, we
assessed whether cl-Par-4 could be regulated in a similar manner by treating ovarian and
endometrial cancer cells with a proteasome inhibitor, MG-132 (Figure 4.4A-B). MG-132
inhibits the degradation of ubiquitinated proteins but is also known to be able to induce
apoptosis [39, 40]. To prevent this undesired effect, we first used a standard 10 pM dose
of MG-132, but for a short period (2 h) and a considerable increase in cl-Par-4 levels
was observed (Figure 4.4A). An even more significant increase was detected using a

lower dose (2 uM) for 24 h (Figure 4.4B).
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Proteasome negative regulation of cleaved-Par-4.
A-B. Cl-Par-4 cancer cells were treated with either 10 uM MG-132 for

2 hor 2 pM MG-132 for 24 h. C. Schematic of cl-Par-4 transgene and the
predicted ubiquitination sites from bioinformatic analysis.

Figure 4.4

Subsequently, we performed bioinformatics analyses using online databases to
verify if algorithms could predict any potential ubiquitination sites (Figure 4.4C).
First, we used the phosphosite plus database and found a potential site at K333 located
on leucine zipper domain [41, 42]. Phosphosite plus supports this prediction with
six different manuscripts which predicted the K333 site using proteomic discovery-mode

mass spectrometry, thus strengthening the likelihood of a true ubiquitination site
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[41, 42]. In parallel, we used three additional bioinformatics tools (Ubiprober, Ubpred,
BDM-PUB) and identified 13 candidate ubiquitination sites, including the K333 site
previously predicted by discovery-mode mass spectrometry (Tableau 4.1) [43-45].
By looking at the position of each predicted site, we found that K185 and K188 are
located within the SAC domain while K305, K325, K329 and K333 are located within
the leucine zipper domain (Tableau 4.1) (Figure 4.4C). Altogether, these results suggest
that cl-Par-4 is ubiquitinated.

Tableau 4.1

Prediction of ubiquitination sites for cleaved-PAR-4

Position* Sequence Database ressource
136 EPDGVPE-K-GKSSGPS BDM-PUB; Ubpred; Ubiprober
138 DGVPEKG-K-SSGPSAR BDM-PUB; Ubpred; Ubiprober
185 EDDEAGQ-K-ERKREDA BDM-PUB; Ubpred
188 EAGQKER-K-REDAITQ BDM-PUB; Ubpred
227 RTVSGRY-K-STTSVSE BDM-PUB; Ubpred
270 VSSSTLE-K-KIEDLEK BDM-PUB; Ubpred
271 SSSTLEK-K-IEDLEKE BDM-PUB; Ubpred
277 KKIEDLE-K-EVVRERQ Ubpred; Ubiprober
296 LVRLMQD-K-EEMIGKL Ubpred; Ubiprober
304 EEMIGKL-K-EEIDLLN Ubpred; Ubiprober
325 EDENEQL-K-QENKTLL Ubpred; Ubiprober
329 EQLKQEN-K-TLLKVVG Ubpred; Ubiprober
333 QENKTLL-K-VVGQLTR BDM-PUB; Ubiprober; Phosphosite plus

*Position is based on full length Par-4 sequence.

Ubiquitination sites were predicted using four bioinformatics database (BDM-Pub;
Ubpred, Ubiprober and Phosphosite plus). 13 potential sites of ubiquitination were
predicted considering they were provided by at least two bioinformatics tools. The
position indicated in the table is based on the full length of Par-4 sequence
(NP_002574.2). All sites are located on a Lysine (K).

Ubquitination and proteasome degradation often plays a critical role in protein
stability. Considering the previous observations with the different compounds, we

wanted to know if they were related to the protein stability of cl-Par-4. To determine



161

whether cisplatin-induced cl-Par-4 accumulation was solely the result of increased
protein stability or also the result of increased translation, we treated ovarian and
endometrial cancers cells with cycloheximide, an inhibitor of protein biosynthesis, at
various time points alone or in combination with cisplatin or MG-132 as a positive
control (Figure 4.5). Firstly, cl-Par-4 protein half-life was measured under normal
condition in both Ishikawa and Hec-la cells and 1h30 was approximately the time
required after cycloheximide addition to obtain 50% of remaining protein (Figure 4.5).
Combining cycloheximide with MG-132 abrogate cl-Par-4 accumulation supporting the
post-translational stabilization of cl-Par-4 by the proteasome (Figure 4.5A-B). In the
presence of MG-132, half-life of cl-Par-4 significantly increased in Ishikawa cells
(approximately 3hl5) and not yet attained in Hec-la cells after 8h treatment with
cycloheximide (Figure 4.5B). Combining cycloheximide with cisplatin did abrogate
cl-Par-4 accumulation in a similar manner as observed with MG-132 (Figure 4.5C).
In both Ishikawa and Hec-1a cells, the half-life of cl-Par-4 was similarly increased with
MG-132, as with cisplatin, hence supporting the post-translational stabilization of
cl-Par-4 upon cisplatin treatment (Figure 4.5A&C).
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Figure 4.5  Cleaved-Par-4 protein stability.

A. Endometrial cl-Par-4 cancer cells were treated or not with either 2 uM
MG-132 or 20 uM for 24 h and 50 pg/ml cycloheximide was added 1-8 h
before the end of treatment. The protein level of cl-Par-4-myc was
determined in treated cells using western blot analysis. GAPDH was used
as a loading control. Results shown are representative of three
independent experiments. B. Graph representing cl-Par-4 protein stability
when using cycloheximide in combination or not with MG-132. C. Graph
representing cl-Par-4 protein stability when using cycloheximide in
combination or not with cisplatin. Results are mean + S.E.M. of three
independent experiments. *=P <0.05, **=P <0.01 and ***=P <0.001
when compared with corresponding mock-treated cells.
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PI3K and MAPK pathways are involved in the regulation of cleaved-Par-4 levels

We next investigated whether well-established pro-survival PI3K and MAPK
pathways in ovarian and endometrial cancers could be involved in the post-translational

regulation of cl-Par-4.

We first looked at the PI3K pathway using the common PI3K inhibitor
Wortmannin at various doses and observed a significant dose-dependent increase in
cl-Par-4 protein levels (Figure 4.6A). We pursued experimentations with the use of
a clinical PI3K inhibitor, NVP-BEZ-235 that positively supported the previous results
and observed a significant increase of cl-Par-4, again in a dose-dependent manner
(Figure 4.6B). To further support the role of PI3K signaling in the process, we used
insulin to activate the PI3K pathway and assessed whether this would cause the down-
regulation of cl-Par-4. In line with our hypothesis, cI-PAR-4 level was decreased within
30 min of insulin treatment (Figure 4.6C). We also examined if the increase of cl-Par-4
previously observed with cisplatin treatments was PI3K-dependent. In order to answer
this question, we pre-treated cancer cells with NVP-BEZ235 to initially inhibit PI3K
activity in cancer cells. Following the pre-treatment, cancer cells were treated with
20 uM cisplatin for 24 h. Combining both NVP-BEZ235 with cisplatin increased
cl-PAR-4 in a synergetic manner in all three cancer cell lines indicating that the positive
regulation of cl-PAR-4 previously observed with cisplatin alone was not solely PI3K-
dependent (Figure 4.6D). Indeed, if PI3K was solely responsible for the protein increase
of cl-Par-4 observed with cisplatin, the protein level when comparing the pre-treatment
with NVP-BEZ235 versus its combination with cisplatin would not be significantly
different, which is not the case in our experiment. PI3K inhibition, thus, contribute to the

effect observed with cisplatin but is not the only responsible protein.
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Figure 4.6

PI3K pathway decreases cleaved-Par-4-myc protein.

A. Cl-Par-4 cancer cells were treated with 10 or 15 pM PI3K inhibitor
(Wortmannin) for 24 h. B. Cl-Par-4 cancer cells were treated with 0,5 or
1 uM clinical PI3K inhibitor (NVP-BEZ235) for 24 h. C. Endometrial
cancers cells were treated with 10 or 20 pg/mL of insulin to induce PI3K
activity for 30 min. D. Cl-Par-4 cancer cells were pre-treated with 0,5 pM
clinical PI3K inhibitor (NVP-BEZ235) for 24 h followed by a 24 h
treatment of 20 uM cisplatin. The levels of p-AKT (Ser473), total AKT
and cl-Par-4-myc were determined in treated cells using western blot
analysis. GAPDH or B-actin were used as loading controls. Results shown
are representative of three independent experiments.
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AKT is one of the main downstream targets of PI3K and we wondered if this
protein was implicated in the regulation observed with PI3K inhibition and cl-Par-4.
To do so, we used three different pan-AKT inhibitors (MK-2206, AZD5363 and
Perifosine). Both MK-2206 and Perifosine inhibitors are known to strongly reduce the
phosphorylation level of AKT and its activity while AZD5363 is known to inhibit the
phosphorylation of AKT downstream substrates [46—48]. The obtained results suggest
that inhibition of AKT activity does not regulate cl-Par-4 as we observed with PI3K
(Figure 4.7). Indeed, the regulation observed with AKT inhibitors is the opposite of what
we previously observed with PI3K inhibitors. Consequently, this indicate that PI3K
downregulates cl-Par-4, independently of AKT.
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Figure 4.7  AKT inhibition does not increase cleaved-Par-4 protein level.

Cl-Par-4 cancer cells were treated with either (A) 1 or 6 uM AKT
inhibitor (MK-2206), (B) 10 or 20 pM AKT inhibitor (AZD-5363) or
(C) 10 uM of AKT inhibitor (Perifosine) for 24 h. The levels of p-AKT
(Serd473), total AKT and cl-Par-4-myc were determined in treated cells
using western blot analysis. GAPDH or B-actin were used as loading
controls. Results shown are representative of three independent
experiments.

Next, we investigated the MAPK pathway using U0126, an inhibitor of MEK1 and
MEK?2 kinases. MAPK inhibition caused the down-regulation of cl-Par-4 in both ovarian

and endometrial cancer cell lines (Figure 4.8A). We observed similar effect with the
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MAPK pathway inhibitor PD98059 in Hec-1a endometrial cancer cells (Figure 4.8B).
These findings are the exact opposite of what we obtained with PI3K inhibitors, and
could be explained by a regulatory cross-talk between PI3K and MAPK pathways.
In support of this, we found that MAPK inhibition led to an increase in p-Akt (S473), a
downstream target of PI3K in Hec-1a endometrial cancer cells (Figure 4.8C). Overall,
these results demonstrate that both the PI3K and MAPK pathways can regulate cl-Par-4
differentially.
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Figure 4.8 MAPK pathway increases cleaved-Par-4 protein.
A-C. Cl-Par-4 cancer cells were treated with either 10 uyM MAPK
inhibitor (U0126) or 50 uM MAPK inhibitor (PD98059) for 24 h.
The levels of p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204), p-AKT (Ser473), AKT and
cl-Par-4-myc were determined in treated cells using western blot analysis.
GAPDH was used as a loading control. Results shown are representative
of three independent experiments.
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Integrating the signaling pathways responsible for cleaved Par-4 regulation

In light of the results shown earlier in this study, we posit that a complex signaling
network, composed of multiple regulatory elements, is capable of modulating cleaved
Par-4 levels. A schematic representation of the findings of our study can be found in
Figure 4.9A. This cartoon clearly shows the intricate relationship between multiple
pathways and regulatory mechanisms, all converging into the upregulation of the
amount of cl-Par4 found in the cell. Interestingly, by perusing various databases and
submitting them to bioinformatics analyses, we uncovered novel similar conclusions in
other models [49]. MCF7 cells subjected to Bortezomib treatment, a clinically used
proteasome inhibitor, exhibited significantly increased Par-4 expression; the same
experiment showed a sharp and significant decrease of Par-4 expression following
17p-estradiol (E2) treatment (Figure 4.9B). A similar experiment from a different dataset
suggested the same effect on Par-4 (Figure 4.9C). Finally, the knockdown of proteasome
subunits PSMB3 and PSMBS5 were shown to induce significantly increased Par-4
expression in MCF7 cells (Figure 4.9D). Taken together, these results suggest a
complicated but certain relationship between proteasome activity, E2 signaling and

Par-4 expression.
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Graphical representation of the proposed model and public data.

A. The proposed model of regulation regarding the cleaved fragment of
Par-4. (B-D) Data from two independent dataset taken from a study from
Prentzel et al. (PMID 21862633). Relative Par-4 mRNA expression was
used in all cases. B. The use of Bortezomib, a potent proteasome
inhibitor, significantly increases Par-4 expression in MCF7 cells while
estradiol significantly reduces it. However, the use of both reverse the
negative effect of estradiol (GEO accession GDS4089). C. The use of
estradiol in MCF7 cells significantly reduces Par-4 expression and
Bortezomib treatment reverse this effect (GEO accession GDS4090).
D. The knockdown of PSMB3 and PSMBS (Proteasome subunits)
induces a significant increase of Par-4 mRNA in MCF7 cells (GEO
accession GDS4090). Results are mean + S.E.M. of three independent
experiments and P < 0.05.
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Discussion

Par-4 is known for being a complex protein associated with multiple pro-apoptotic
mechanisms and regulated by several post-translational modifications [9, 10]. Indeed,
like previously introduced, Par-4 can be modified through various processes including

phosphorylation, ubiquitination and proteolytic cleavage.

In the present manuscript, we focused on the ~25kDa cleaved form of Par-4 which
has been previously reported as a product of Par-4 following its cleavage by caspase-8
and caspase-3 under apoptotic stimuli [14, 37]. We found that in ovarian and
endometrial cancer cells, cl-Par-4 undergoes rapid degradation by the proteasome in
baseline conditions but is stabilized upon cisplatin treatment. Furthermore, we found out
that PI3K and MAPK pathways were involved in the regulation of cl-Par-4 stability
using different inhibitors.

We and others have shown that Par-4 is cleaved by caspases 3-8 under apoptotic
circumstances [14,,37]. As observed in the current findings, the cleavage did not occur
in chemoresistant cancer cells probably because pro-caspases, which did not undergo
cleavage, are required to produce the cl-Par-4 fragment. However, we also discovered an
astonishing regulation of cl-Par-4, independently of the full-length cleavage, when
treated with cisplatin. The regulation observed was dependent on chemoresistance
status, in both ovarian and endometrial tissue, indicating that mechanisms of resistance
also play a role in stabilization of Par-4. This stabilization observed with cisplatin could
be related to the proteasome considering we were able to stabilize the protein level
similarly and efficiently using either MG-132 or cisplatin when used in combination
with cycloheximide to inhibit de novo protein synthesis. Cisplatin stabilizing different
proteins via a post-translational mechanism, just like we observed with cl-Par-4, is not
something new. Indeed, in the literature, many papers report cisplatin to be implicated in
the stabilization of various proteins via the ubiquitin-proteasome, a mechanism required
to induce apoptosis efficiently with cisplatin. Interestingly, mechanisms of
chemoresistance are also related to these proteins and their ease of stabilization by

cisplatin and the proteasome [50-56]. Furthermore, we observed that Hec-1a seems to
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have a lower level of cl-Par-4 protein localized in the nucleus when compared with the
other cell lines. This difference does not seem to be major but could also be linked to the
high chemoresistance profile of the cancer cell line and the possibility of regulation by

the proteasome.

Localization of the Par-4 protein has been shown to play an important role in its
cellular functions. Actually, various papers reported that the translocation of Par-4 to the
nucleus was needed to induce apoptosis and stimulate the transcription of diverse genes
[9, 57, 58]. Conceming cl-Par-4, it was previously demonstrated that this product was
localized in both cytosol/nucleus with a modest trend for nuclear enrichment [14, 37].
In the present study, we showed that cl-Par-4 was localized in both compartments with
slight differences between the different cell lines used. The observed localization from
our experiments could be related to tissue specificity (endometrial and ovarian), whereas
the other manuscripts investigated the commonly used HelLa cervical cancer cells or
HEK?293 human embryonic kidney cells [14, 37]. It is also interesting to note that in
estrogen-dependent cancers (ovarian and endometrium), other studies have shown Par-4

being mainly localized in the cytoplasm [7].

Our results implicate proteasome degradation as a major regulator of cl-Par-4
stability. This interaction with the proteasome seems to play an important role on the
stability of the cleaved protein when looking at the highly increased half-life of the
protein when using cycloheximide in combination with proteasome inhibitor, MG-132.
Interestingly, a recent study has shown that Par-4 is ubiquitinated by Fbxo45 leading to
Par-4 proteasomal degradation [35]. However, cl-Par-4 is devoid of this ubiquitination
site: the VASA-like region where Fbxo45 binds on Par-4 is located before amino acid
120, which is upstream of the caspase-3 cleavage site at D131 (Figure 4.1A) [14].

To our knowledge, no other sites of ubiquitination have been found in cl-Par-4.

Interaction of the PI3K pathway and Par-4 is already reported in the literature.
Indeed, AKT1, a downstream target of PI3K, can bind and phosphorylate Par-4 to
inhibit its activity and prevent translocation to the nucleus. Par-4 activity is also linked
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to PTEN tumor suppressor activity since PTEN is a negative regulator of the PI3K
pathway [24]. Due to the high mutation rate of PTEN in ovarian and endometrial
cancers, PI3K is unrestrained, leading to a high AKT1 phosphorylation and subsequent
inhibition of Par-4 activity which is related to chemoresistance [28, 29, 59, 60]. In the
case of cl-Par-4, Wortmannin and NVP-BEZ235 inhibits PI3K upstream and
downstream targets should be considered. We decided to check if AKT, one of the main
target of PI3K, was responsible for the regulation observed with PI3K inhibitors and the
results obtained showed that PI3K downregulates cl-PAR-4 independently of AKT.
PI3K can regulate various proteins independently of AKT and one possible candidate for
the regulation observed with PI3K could be PDK1 kinase and its downstream targets
[61]. Par-4 has been shown to downregulate the kinase PDK1, a protein upstream of
AKT and downstream of PI3K [62]. Through PDKI, independently of AKT, the
proteins SGKs can be regulated and are, in part, responsible for cell survival,
proliferation, and growth. SGKs can block apoptosis by inhibiting FOXO proteins just
like AKT [61, 63—65]. FOXO3a have previously been observed in relation with PAR-4
by allowing an increase of the transcription of its gene (PAWR) and thus, allowing an
increase of apoptosis [66]. It is worth noting, however, that these interactions have been
associated with AKT and transcription, which are not the case in our observations here
where we observed, instead, post-transcriptional regulation and AKT independent
regulation. Interestingly, in our experiments, we are using the cleaved fragment of PAR-
4 in feminine cancer models. PKC is another downstream target of PDK1, independent
of AKT, which could be responsible for the obtained results [64, 67]. Binding between
PAR-4 and PKC zeta/lambda have previously been observed in NIH-3T3 fibroblasts and
could also be related to our observations with the PI3k inhibitors. The binding of PAR-4
with PKC inhibits the pro-survival activities of theses kinases (PKC zeta and lambda)
and thus increasing PAR-4 pro-apoptotic activity [68]. Cisplatin is known for being able
to downregulate PI3K downstream targets but resistance to this drug is also caused in
part by a downregulation of Par-4 and an increase of the PI3K pathway [33, 71, 72].
Using PI3K inhibitors to increase Par-4, leading to an increase of cl-Par-4, in
combination with a chemotherapeutic drug such as cisplatin is an interesting avenue to

overcome cancer cells chemoresistance.
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Par-4 expression is known for being down-regulated by the Ras oncogene in
different models [18, 73, 74]. Indeed, Ras can regulate many downstream targets
including Raf, which in turn is involved in the activation of the MAPK pathway
[18, 74]. It has been demonstrated that inhibition of MAPK using different inhibitors,
including U0126, can restore PAR-4 protein level [18, 74]. Another article indicated a
similar effect where MCF-7 breast cancer cells overexpressing Par-4 showed a reduced
level of phosphorylation for ERK 1/2 [75]. Ras can also activate the PI3K pathway,
however, studies have shown that Ras regulation of Par-4 was not dependent on this
survival pathway [18, 74]. In the present study, we observed a different effect where the
cleaved fragment of Par-4 was downregulated when using MAPK inhibitors.
Considering cl-Par-4 is a sub-product of the protein Par-4, the mechanism of regulation
could be slightly different. The type of tissue, here ovary and endometrium, could also
influence the effect on cl-Par-4. In addition, inhibition of the MAPK pathway can have
an impact on the PI3K pathway by regulating some of its targets such as p-AKT and
PDK1 [76, 77]. While inhibiting MAPK, we observed an increase of p-AKT (S473) but
a decrease of cl-Par-4; PI3K inhibition, however, presented the opposite effect with a
sharp increase in cl-Par-4 and largely reduced p-AKT. This suggest that a cross-talk
between PI3K and MAPK pathways could explain these opposite but possibly
intertwined effect [77].

As introduced, not much has yet been studied concerning Par-4 in endometrial and
ovarian cancer tissues. Endometrium and ovary are known for being hormone-dependent
tissues and, interestingly, hormones have an important role in Par-4 regulation. Indeed,
as demonstrated by our analysis using bioinformatics datasets, estradiol negatively
regulates Par-4 mRNA in MCF-7 breast cancer cell [49]. Another manuscript also stated
the same negative effect on Par-4 in MCF-7 breast cancer cells treated with estradiol
[78]. Likewise with the bioinformatics dataset, we also observed that the negative effect
of estradiol on Par-4 could be canceled using a proteasome inhibitor, then leading to an
increase of Par-4 in a way similar to what we observed in the case of cl-Par-4 throughout
this manuscript in the context of proteasome inhibition. Very interestingly, the

knockdown of proteasome subunits also yield a modest but significant increase in Par-4
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mRNA; these results, combined with the results proposed in this study, show that
proteasomal degradation of Par-4 is only partly responsible for cl-Par-4 control. The fact
that both protein and mRNA levels are modulated through some form of proteasome
regulation suggest that a protein under the influence of proteasomal degradation is
capable of regulating Par-4 transcription. Considering the high turnover of estrogen
receptors and the possible implication of the proteasome in regulating estrogen receptor

stability and activation, we find this future avenue of research very compelling [79, 80].

Additionally, in prostate cancer, an androgen-dependent tissue, it was
demonstrated that Par-4 was efficient for inducing apoptosis only in hormone-
independent cancer cells [7, 25]. Both androgen and estrogen are known for being able
to activate the PI3K pathway [81, 82]. Following the logic of the previous observation
with estrogen in MCF-7 breast cancer cells, the regulation observed with Par-4 could be
PI3K-dependent. Indeed, we observed a regulation of cl-Par-4 using PI3K inhibitors.
The hormones presents in our endometrial and ovarian cancer models could be involved
in the instability of our protein, cl-Par-4, via the PI3K network. Considering the vast
amounts of mechanisms hormones are involved with, it would be relevant to further
investigate Par-4 and cl-Par-4 functions in hormone-dependent cancer models such as

endometrial and ovarian cancers.

All these findings demonstrate undiscovered regulation mechanisms of Par-4.
The observed mechanisms of regulation justify further studies addressing the biological

significance of Par-4 regulation in relation to cancer chemosensitivity.
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Le chapitre V consiste en une revue de littérature des différents essais cliniques de
thérapies ciblées pour les cancers gynécologiques. Les limitations de la thérapie ciblée
en général et des projets abordés dans les chapitres I, III et IV sont aussi discutées.
Le tout se termine avec les perspectives des différents projets abordés
dans les chapitres II, III et IV ainsi qu’une conclusion générale sur

le sujet de la thérapie ciblée contre les cancers gynécologiques.



CHAPITRE V

DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION

5.1 Essais cliniques de thérapies ciblées contre les cancers gynécologiques

La communauté scientifique effectuant de la recherche sur le cancer est vaste.
Malgré que la thérapie ciblée existe depuis longtemps (ex : Tamoxiféne), les thérapies
actuelles ne sont pas suffisamment efficaces pour éliminer les cancers gynécologiques
de stades avancés. Une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires ainsi que I’évolution des outils d’analyse diagnostique permettent
aujourd’hui de découvrir de nouvelles cibles et de développer de nouveaux traitements.
I1 va donc de soi que d’autres équipes ont aussi étudié la thérapie ciblée pour les cancers
gynécologiques. Plusieurs ont eu la chance de débuter des essais cliniques de phase I et
IT ciblant diverses protéines impliquées dans la chimiorésistance, tel qu’introduit au
début de cette these. Afin de saisir I’efficacité et les limitations de ce nouveau type de
thérapie, les diverses études cliniques (pour les cancers gynécologiques spécifiquement)
menées a ce jour sont pour la majorité revues dans cette section. Un schéma et une table
récapitulative des essais cliniques sont disponibles afin de faciliter la compréhension de
ces essais cliniques (Figure 5.1) (Annexe A). Une table expliquant les abréviations

(anglophones) utilisées pour analyser les résultats est aussi disponible (Tableau 5.1).
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Tableau 5.1

Abréviations et explications des termes utilisés pour I’analyse d’études cliniques

CR Complete response — Réponse compléte

PR Partial response — Réponse partielle (au moins 30 % de réduction de la tumeur)
Stable disease — Maladie stable (entre 30 % de réduction et 25 % d’augmentation

SD
de la tumeur)

PFS Progression free survival — Survie sans progression

ORR Objective response rate — Taux de réponse objectif (CR+PR)

CBR Clinical benefit rate — Taux de bénéfice clinique (CR+PR+SD)

Fulvestrant -

Arzoxifene GSK1120212 zLépcarUimb

Toremifene Trametinib P"ar;“*:ilb
Binimetinib

Tamoxifen . BYL719
L \ )

EGFR /

MK-2206
Anatrozole ifosi
3 | Perifosine
Eetrozote ___—— AZD5363
xemestane GSK2141795

___ Temsirolimus
Everolimus

~— Croissonce, prolifératian,
\ ~®  anti-apoptotique,
™ ¢ - 1Y survie cellulaire

v

»” Liaislon, dimérisation
\\: et transcription .

Testosterone Estradiol

Figure 5.1  Schéma récapitulatif des essais cliniques ciblant mTOR,
PI3K/AKT/MAPK et la voie de signalisation des estrogénes. (Brasseur,
Gévry, and Asselin 2016.)

5.1.1 Essais cliniques ciblant mTOR

« Mammalian target of rapamycin » (mTOR) est la sous-unité catalytique de

deux complexes distincts, soit mMTORC1 et mTORC2. Ces deux complexes jouent un
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réle d’une importance cruciale dans la synthése des protéines, la croissance et la survie
cellulaire. Il est intéressant de saisir que le complexe mTORCI1 est sensible & la
rapamycine tandis que mTORC?2 ne I’est pas. Il convient aussi de rappeler que mTORC1
se situe en aval de la cascade de signalisation PI3K/AKT, une cascade fréquemment
mutée dans les cancers gynécologiques, impliquée dans la chimiorésistance et d’une
importance capitale dans le contréle de la survie de la cellule (Wullschleger, Loewith,
and Hall 2006).

Le temsirolimus, un dérivé de la rapamycine soluble dans I’eau, est un inhibiteur
spécifique de mTOR permettant de bloquer la synthése protéique liée & la survie et
la croissance tumorale. Il est important de noter que, comme la rapamycine, le
temsirolimus cible I’activité de mTOR seulement dans le complexe mTORCI1. Un essai
clinique de phase II a été effectué avec le temsirolimus sur 54 patientes atteintes d’un
cancer ovarien récurrent. Les résultats obtenus ont été modestes avec seulement
9 patientes ayant obtenu une PR (Behbakht et al. 2011). Une autre étude a testé le
temsirolimus sur 5 patientes chimiorésistantes ayant un carcinome de cellules claires de
I’ovaire. Parmi les 5 patientes, une a obtenu une PR et une autre a obtenu une SD
(Takano et al. 2011). Le temsirolimus a été testé en combinaison avec le bevacizumab,
un composé anti-angiogénique présentement en clinique, chez 31 femmes atteintes d’un
cancer ovarien récurrent (17 étant chimiosensibles contre 14 chimiorésistantes). Sur les
25 patientes évaluables, 3 ont obtenu une PR et 9 une SD. Fait intéressant, les 3 patientes
ayant eu une PR provenaient du groupe résistant au platine ; un effet souhaitable pour la
thérapie d’un cancer avancé et récurrent (Morgan et al. 2011). Dans I’ensemble, le
temsirolimus a démontré une activité modeste sur les femmes atteintes de cancers de
’ovaire chimiorésistants. En ce qui concerne le cancer de 1’endomeétre, des études
cliniques ont également été réalisées. Un essai de phase II a testé le temsirolimus seul ou
en combinaison avec des thérapies hormonales (un progestatif et le tamoxiféne) chez des
patientes atteintes d’un cancer avancé/récurrent de 1’endometre. Cette étude s’est
concentrée sur le fait que la voie de signalisation de mTOR pourrait étre impliquée dans
la résistance aux traitements hormonaux des cancers de 1’endométre. Le temsirolimus

seul a été testé avec 50 patientes réparties en deux groupes, 29 ayant précédemment regu
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des traitements de chimiothérapie et 21 n’ayant pas recu de chimiothérapie. Le taux de
réponse était similaire entre ces deux groupes avec une ORR totale de 22 % (ORR de
24 % pour le groupe ayant précédemment recu de la chimiothérapie et une ORR de 19 %
pour le groupe sans chimiothérapie précédemment). Cette étude a également conclu que
la combinaison de 1’acétate de mégestrol (un progestatif stéroidien) avec le tamoxiféne
et le temsirolimus n’améliore pas I’efficacité du traitement et a plutdt été associé a une
toxicité accrue (Fleming er al. 2014). Un autre essai de phase II a testé le temsirolimus
seul chez 54 patientes atteintes d’un cancer de I’endomeétre récurrent et métastatique.
Cette étude a également considéré si la patiente avait déja regu un traitement de
chimiothérapie. Parmi les 29 patientes chimionaives, 4 ont obtenu une PR et 20 une SD.
Parmi les 25 patientes chimiotraitées, une a obtenu une PR et 12 une SD. L’activité du
temsirolimus seul était plus élevée chez les patientes chimionaives et a démontré un effet
bénéfique pour arréter la progression du cancer dans les deux groupes. Ils ont aussi
vérifié si le statut de PTEN, li€ & la régulation de la voie mTOR, était associ€ au taux de
réponse du temsirolimus, cependant, aucune association n’a été trouvée. Par conséquent,
ils ont conclu que la réponse du temsirolimus était PTEN-indépendante (Oza et al.
2011). Deux autres essais de phase II ont testé le temsirolimus en association avec le
bevacizumab, un inhibiteur de I’angiogenése, chez des patientes ayant un cancer de
I’endomeétre récurrent. La premiére étude avait 26 patientes; 5 ont obtenu une PR et
12 patientes avaient des tumeurs sans progression a 6 mois (Einstein et al. 2012).
La deuxieéme étude avait 49 patientes; une a obtenu une CR, 11 une PR et 23 avaient des
tumeurs sans progression a 6 mois (Alvarez, Brady, et al. 2013). Dans ’ensemble, ces
études ont démontré une certaine efficacité contre des cancers de I’endomeétre récurrents,
mais aussi une toxicité importante lorsque 1’on combine ces deux composés

(temsirolimus et bevacizumab).

L’everolimus (RAD-001) est un autre inhibiteur de mTOR avec un mécanisme
similaire a la rapamycine et sélectif pour le complexe mTORC]1. Une étude préclinique a
été effectuée utilisant 58 souris transgéniques avec des adénocarcinomes ovariens séreux
bilatéraux accompagnés d’ascites et de dissémination péritonéale. Le traitement de ces

souris avec [’utilisation de ’everolimus seul a réduit de 84 % la masse tumorale.
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La présence d’ascite et de dissémination péritonéale a, quant a elle, été détectée dans
seulement 21 % des souris par rapport & 74 % chez les animaux traités avec un placebo
(Mabuchi, Altomare, Connolly, ef al. 2007). Ils ont également testé 1’everolimus seul, et
en combinaison avec le cisplatine, contre le cancer de 1’ovaire a la fois in vitro et in vivo.
En utilisant des lignées cellulaires cancéreuses de 1’ovaire, ils ont découvert que
I’everolimus était efficace pour inhiber la prolifération cellulaire, et lorsque combiné
avec le cisplatine, augmentait efficacement 1’apoptose. Ils ont également observé des
résultats similaires in vivo en utilisant des modéles de xénogreffes soit une inhibition de
la croissance tumorale, une diminution des ascites et une augmentation de 1’efficacité du
traitement, lorsque combiné avec le cisplatine. Il convient de noter que 1’everolimus était
efficace uniquement dans les cellules ayant un niveau élevé d’AKT/mTOR actifs
(Mabuchi, Altomare, Cheung, et al. 2007). Ces résultats précliniques étaient prometteurs
pour le traitement des cancers de 1’ovaire. Concernant le cancer de I’endomeétre, des
essais de phase II ont été effectués utilisant I’everolimus. L’un d’eux a testé I’everolimus
chez des patientes atteintes d’un cancer de I’endometre récurrent et qui avaient déja regu
précédemment un traitement de chimiothérapie. Aprés le traitement d’everolimus, 6 des
28 patientes avaient une SD se résumant donc un taux de bénéfice clinique (CBR) de
22 % (CBR; somme de CR, PR et SD) (Slomovitz et al. 2010). lls ont également
effectué un autre essai de phase II avec I’everolimus combiné avec le létrozole, un
inhibiteur clinique de I’aromatase, chez 35 patientes atteintes d’un cancer avancé de
’endométre. Grace & la combinaison d’une thérapie hormonale (létrozole) avec
’everolimus, le CBR a augmenté a 40 % (comprenant, entre autres, 1’ajout de CR et PR
aux résultats obtenus) indiquant un bénéfice élevé, considérable pour la thérapie
(Slomovitz et al. 2015). Un autre essai de phase II a testé 1’everolimus comme agent seul
chez 44 patientes atteintes d’un cancer de ’endomeétre avancé (2/3 des patientes ont
précédemment regu de la chimiothérapie). Aprés 3 mois, 36 % des patientes avaient une
tumeur non progressive et aprés 6 mois, 4 patients avaient une PR (Ray-Coquard et al.

2013).

Compte tenu du niveau élevé de mutations sur le géne de PTEN dans le cancer de

I’endometre, de nombreux essais cliniques ont testé des inhibiteurs de mTOR (protéine
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en aval de PTEN) pour ce tissu. Les résultats obtenus ont été¢ généralement intéressants.
La combinaison d’un inhibiteur mTOR avec un autre médicament/composé tel qu’un
inhibiteur de I’aromatase a permis de doubler le taux de réponse (22 % lorsque utilisé
| seul; 40 % lorsqu’utilisé avec inhibiteur de 1’aromatase) et cette combinaison devrait
étre étudiée plus en détail afin d’obtenir des traitements optimaux (Slomovitz et al.
2015). 11 est également intéressant de noter que ces deux inhibiteurs de mTOR
(le temsirolimus et I’everolimus) testés dans les essais cliniques n’inhibent que le
complexe mTORCI1. Le complexe mTORC?2 est impliqué dans la phosphorylation de la
protéine AKT & la S473 conduisant & une activation compléte de cette importante kinase
de la voie PI3K/AKT, jouant un réle important dans la survie et la prolifération
cellulaire (Sarbassov et al. 2005; O'Reilly et al. 2006). Un autre fait important
concernant le complexe mTORC2 est qu’il peut également activer subséquemment la
voie de survie MAPK (O'Reilly et al. 2006). Une voie alternative (mTORC?2), insensible
a l’inhibition classique de mTORCI, est donc présente et nécessite une plus grande

attention afin d’augmenter I’efficacité des traitements.

5.1.2 Essais cliniques ciblant PI3K/AKT

Etant donné que la voie PI3K/AKT est une des principales voies de survie
impliquée dans la tumorigenése et fortement mutée dans les cancers gynécologiques, de
nombreux médicaments ont été mis au point pour cibler diverses protéines de cette voie.
Un objectif de ces nouveaux composés est d’augmenter ’efficacité des traitements
anticancéreux, et ce, en partie par la perte de la chimiorésistance. Les inhibiteurs de
PI3K de premicre génération, tels que la wortmannin et le LY294002, ont été
développés et utilisés principalement dans des études précliniques prometteuses afin de
mieux comprendre cette voie et son implication dans les thérapies contre les cellules
cancéreuses gynécologiques. L’une de ces études précliniques a démontré in vivo,
utilisant des souris athymiques portant des cellules cancéreuses d’ovaire (xénogreffes
intrapéritonéales), que ’administration de wortmannin a efficacement sensibilisé les
cellules cancéreuses a un traitement par le cisplatine (Ohta et al. 2006). Cependant, en

raison de leurs propriétés pharmacocinétiques pauvres, une deuxiéme génération
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d’inhibiteurs a dii étre développée afin d’avoir une meilleure sélectivité, parfois méme
isoforme spécifique. Parmi ces inhibiteurs de PI3K de deuxiéme génération, le
buparlisib (BKM-120), le GDC-0941 et le pilaralisib (XL-147) sont des inhibiteurs pan-

classe I PI3K qui ont été testés dans quelques essais pour les cancers gynécologiques.

Une étude précédente impliquant le buparlisib en combinaison avec 1’olaparib
(inhibiteur clinique de PARP), a été effectuée in vivo chez des souris avec des mutations
BRCAI1. PARP est une protéine réparatrice de I’ADN simple brin qui, lorsqu’inhibée en
combinaison avec des mutations des génes BRCA (protéines impliquées dans la
réparation de I’ADN double brin), méne les cellules cancéreuses vers une létalité
synthétique (deux événements permettant la mort de la cellule) (Tutt et al. 2005).
Les résultats obtenus ont démontré une synergie importante et considérable conduisant
par la suite a un essai clinique de phase I avec 34 femmes atteintes d’un cancer de
’ovaire séreux avancé ou d’un cancer du sein triple négatif (Juvekar et al. 2012;
Matulonis ef al. 2014). Parmi les patientes, 26 étaient connues pour avoir des mutations
des génes de BRCA, un biomarqueur de I’efficacité des inhibiteurs de PARP. Toutes les
combinaisons de doses ont permis d’observer des bénéfices cliniques chez les patientes,
prometteuses pour de futurs essais (Matulonis et al. 2014). Le GDC-041 a été testé dans
deux essais de phase I chez des patients atteints de tumeurs solides avancées (Von Hoff
et al. 2011; Moreno Garcia et al. 2011). Le premier essai a été testé avec 49 patients et
des résultats minimaux ont été observés avec seulement deux patients ayant obtenu une
PR ; I'un d’entre eux avait une tumeur endocervicale avec des mutations au niveau de
PIK3CA, un isoforme de PI3K. Une diminution du taux de CA125, un antigéne tumoral
produit principalement par le cancer ovarien, a également été observée chez 3 patientes
atteintes d’un cancer de 1’ovaire, dont 'une d’entre elles avait un nombre élevé de
copies du gene PIK3CA (Von Hoff ef al. 2011). Le deuxiéme essai de phase I avec le
GDC-0941 a eu des résultats similaires. Parmi les 42 patients testés, 1’activité clinique
n’a été observée que chez deux de ceux-ci; dont un avec un cancer de ’ovaire PTEN-
négatif (Moreno Garcia et al. 2011). Le pilaralisib a été utilisé dans une étude de
phase II chez 67 patientes atteintes d’un carcinome de I’endométre avancé ou récurrent.

L’ORR était minime et seulement 2 patientes ont obtenu une CR et 2 autres patientes
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une PR. Aucune association n’a été faite entre les altérations moléculaires de la
voie PI3K (3 de ces patients exprimaient la protéine PTEN de type sauvage avec des
mutations au niveau de PIK3R1, I’autre patiente exprimait une protéine PTEN mutée) et
I’activité clinique observée (Matulonis et al. 2015). Le BYL719 est un inhibiteur
spécifique pour 1’isoforme PI3KCA qui a été testé dans un essai de phase I chez
36 patients avec diverses tumeurs ayant des mutations au niveau du gene cible
(PIK3CA). Les résultats obtenus ont été de 7 PR ; parmi celles-ci, une tumeur provenait

de I’utérus, une de I’endométre et une autre de 1’ovaire (Gonzalez-Angulo et al. 2013).

Tel qu’introduit, les inhibiteurs de PI3K ont eu un taux de succés considérable
dans les études précliniques, cependant, les études cliniques des inhibiteurs de PI3K
présentées pour les cancers gynécologiques n’ont pas eu autant de succes. Le réseau de
PI3K étant trées complexe et ramifié, comprenant des boucles de rétroaction, des
cascades alternatives de signalisation ainsi que de 1’intercommunication entre des voies,
peut expliquer de maniére plausible I’inefficacité observée. Inhiber la voie PI3K est
connu pour activer la voie des MAPK par I'intermédiaire d’une intercommunication
entre les deux voies, et donc, la double inhibition avec des inhibiteurs de MAPK et PI3K
en simultané pourrait étre considérable afin d’éviter 1’activation de cette voie alternative.
L’inverse est également vrai : I’inhibition de la voie des MAPK augmente 1’activité de la
voie PI3K/AKT (Kigawa 2013; Sinha et al. 2004; Brasseur et al. 2016). L’inhibiteur de
PI3K, le buparlisib, a été testé en combinaison avec un inhibiteur de MEK, le trametinib,
dans un essai clinique de phase Ib avec 113 patients présentant des tumeurs solides
avancées, comprenant, entre autres, des tumeurs de 1’ovaire. Les résultats obtenus parmi
les 21 patientes atteintes du cancer de 1’ovaire étaient 1 CR, 5 PR et 10 SD pour une
ORR de 29 %. De maniére remarquable, le buparlisib était efficace presque
exclusivement dans le cancer de 1’ovaire, ’exception étant une PR observée chez un
patient atteint du cancer du poumon avec la protéine KRas mutée, un oncogéne de la
famille des protéines Ras qui est fréquemment muté et jouant un role important dans
la tumorigénése (Goodsell 1999). A noter également le fait que 19 des patientes atteintes
du cancer de l’ovaire étaient mutées pour la protéine KRas démontrant un moyen

efficace de surmonter cette mutation (Bedard et al 2015). L’inhibiteur de
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I’isoformePIK3CA, le BYL719, a été testé en combinaison avec I’inhibiteur de MEK,
le binimetinib, chez 58 patients atteints de tumeurs avancées et ayant le géne KRas ou
BRAF (kinase en aval de Ras et donc impliquée dans la tumorigénése) muté. Quatre des
patientes atteintes d’un cancer de 1’ovaire avaient une mutation de KRas et trois d’entre
elles ont obtenu une PR en utilisant le traitement combiné. Une patiente atteinte d’un
cancer de I’endomeétre et ayant une mutation KRas a également obtenu une PR.
Dans I’ensemble, chez tous les patients, 5 ont eu une PR et 18 avaient une SD indiquant
une efficacité intéressante pour les tumeurs avancées, spécialement pour les cancers
gynécologiques (Juric et al. 2014). Cette combinaison est particuliérement intéressante
pour les patients présentant des mutations de KRas considérant que celles-ci sont
souvent associées a une absence de réponse lors de [’utilisation d’inhibiteurs de
PI3K/AKT/mTOR comme agent seul dans les cancers gynécologiques (Meyer et al.
2014).

Inhiber deux cibles en simultané, soit PI3K et mTOR est également a considérer
en raison de la relation entre ces complexes. Considérant ce fait, le NVP-BEZ235 a été
développé comme molécule capable d’inhiber les deux protéines, PI3K et mTOR.
Des études précliniques ont été réalisées dans les deux types de cancers gynécologiques
a l’aide de ce nouvel inhibiteur. L’une d’elles a démontré, par I’intermédiaire de
18 lignées cellulaires du cancer de 1’ovaire (modéles sensibles et résistants au
cisplatine), une sensibilisation au cisplatine et une corrélation de 1’effet observé avec les
lignées possédant des mutations de PI3K ou une délétion de PTEN. Ils ont également
utilis€ un modele murin transgénique du cancer de |’ovaire (LSL-K-ras®'2P"
PTEN**1®y trajté au NVP-BEZ235 et ont observé une médiane de survie plus longue
ainsi qu’une forte activité proapoptotique (Santiskulvong et al. 2011). Une autre étude a
effectué des expériences similaires, mais cette fois en utilisant 13 lignées cellulaires du
cancer de ’endometre (possédant au moins une altération de la protéine PTEN, PIK3CA
ou KRas) et des xénogreffes chez des souris « nues » (souris athymiques avec systéme
immunitaire affaibli) in vivo. Le NVP-BEZ235 a été efficace pour éliminer les cellules

cancéreuses a la fois in vifro et in vivo. Fait intéressant, les cellules cancéreuses avec des

mutations de PTEN, mais un KRas de type sauvage ont démontré une plus grande
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sensibilité au NVP-BEZ235 que celles avec des altérations de KRas. Compte tenu de ces
observations, ils ont ajouté un inhibiteur de MEK, soit le PD98059 ou 1’U0126, et ont
avec succeés sensibilisé les mutants KRas au NVP-BEZ235, ce qui démontre encore une
fois ’implication et I’importance des MAPK dans |’efficacité des inhibiteurs de PI3K
(Shoji et al. 2012).

AKT est une cible en aval de PI3K et une importante kinase impliquée dans de
nombreux processus incluant le métabolisme du glucose, la prolifération cellulaire, la
migration cellulaire ainsi que la synthése protéique (Weigelt and Downward 2014).
Considérant que PI3K est une kinase centrale d’un grand réseau, impliquant tous les
problémes précédemment indiqués; cibler AKT, en aval de PI3K, est une avenue
intéressante. Des inhibiteurs spécifiques a AKT ont été développés (MK-2206,
perifosine, AZD5363 et GSK2141795) et des essais précliniques semblaient des plus
prometteurs (Lin et al. 2015; Pant et al. 2012; Engel ef al. 2008; Sun, Yu, and Li 2011;
Engel et al. 2011; Hahne et al. 2012; Davies et al. 2012). Suite & ceux-ci, quelques
essais cliniques ont €té réalisés chez des patientes atteintes d’un cancer gynécologique.
Le MK-2206, un inhibiteur allostérique d’AKT, a été testé dans un essai de phase II chez
36 femmes atteintes d’un cancer de ’endométre récurrent. L’état de PIK3CA a été
analysé; 9 patientes avaient le géne PIK3CA muté et 27 avaient le géne PIK3CA de type
sauvage. Suite au traitement, une seule patiente par groupe a obtenu une PR indiquant
une activité limitée de cet inhibiteur d’AKT lorsqu’administré comme monothérapie, et
ce, indépendamment de I’état de PIK3CA des patientes atteintes d’un cancer de
I’endométre (Myers et al. 2013). Un essai de phase I a testé la perifosine, un autre
inhibiteur d’AKT, combiné avec du docétaxel chez 21 patientes atteintes d’un cancer de
I’ovaire résistant aux taxanes. Les résultats obtenus ont été d’une patiente (PTEN
mutant) avec une PR, une autre patiente (PIK3CA mutant) avec une SD et deux autres
patientes (pas de mutations de PI3K) avec une SD. Il convient de noter que les patientes
présentant des mutations de KRas ont eu une progression tumorale rapide indiquant a
nouveau qu’il y a une relation avec cette protéine et servant donc d’indicateur de
’inefficacité des inhibiteurs de PI3K/AKT. Encore une fois, 1’efficacité de cet inhibiteur

d’AKT est limitée et aucune corrélation directe avec des mutations de la voie PI3K n’a
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été faite (Fu et al. 2012). L’AZD5363, un nouvel inhibiteur d’AKT, a été testé¢ dans un
essai de phase I avec 92 patients porteurs de tumeurs avancées. Parmi ces patients,
seulement deux ont obtenu une PR (un cancer endométrioide de 1’ovaire et un cancer du
col utérin, chacun ayant soit une mutation de PIK3CA ou AKT1) et un seul a obtenu une
SD (un cancer endométrioide de 1’ovaire avec une mutation sur PIK3CA) (Banerji ef al.
2013). Les résultats obtenus ont démontré que 1’efficacité était, encore une fois, minime.
GSK2141795, un autre inhibiteur d’AKT, a été test¢ dans un essai de phase I chez
12 patientes atteintes d’un cancer de l’ovaire résistant au platine. Au total, 8 des
12 patientes ont obtenu une SD tandis que les 4 autres ont plutét eu une tumeur
progressive (Gungor et al. 2011). Un autre essai de phase I a testé le GSK2141795,
mais cette fois avec un grand groupe de 66 patients atteints de tumeurs avancées.
Parmi ceux-ci, 12 étaient des patientes avec un cancer de I’endomeétre et seulement 2 de
celles-ci ont obtenu une SD (mutant PIK3CA et/ou perte de PTEN) (Burris et al. 2011).
De fagon similaire aux inhibiteurs de PI3K, le GSK2141795 a été testé¢ en combinaison
avec le GSK1120212, un inhibiteur de MEK1/2, chez 13 patients atteints de diverses
tumeurs. Parmi ceux-ci, 3 des 13 patients présentaient une régression tumorale faible
(2 patientes atteintes d’un cancer de ’ovaire et une patiente avec un cancer de
I’endomeétre). Les résultats étaient encore une fois minimes. L’étude a testé diverses
doses du composé ce qui pourrait avoir eu un impact sur I’efficacité observée (Kurzrock
et al. 2011). Dans I’ensemble, I’activité clinique des inhibiteurs d’AKT était également
limitée lorsque testée sur des patientes humaines atteintes de cancers gynécologiques

lors d’essais cliniques.

Afin de mieux prévoir les résultats escomptés et d’augmenter le taux de réponse
relativement faible des précédents essais utilisant des inhibiteurs de PI3K/AKT/mTOR,
'utilisation de biomarqueurs serait une option intéressante a considérer. Une étude
clinique de phase I incluant 140 patients (comprenant, entre autres, des tumeurs du sein,
du col de I'utérus, de I’endométre et de 1’ovaire) traités avec des inhibiteurs de
PI3K/AKT/mTOR a permis de mesurer différents biomarqueurs potentiels (PIK3CA,
KRas, NRas et BRAF) afin de voir si une corrélation était possible avec le taux de

réponse observé chez les patients. Cela a permis de trouver que des mutations de
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PIK3CA ont été détectées chez 25 patients et que le taux de réponse des inhibiteurs de
PI3K/AKT/mTOR était significativement plus élevé (30 %) par rapport aux patients sans
la mutation (10 %) (Janku et al. 2012). Le réseau de PI3K est vaste et des combinaisons
supplémentaires d’inhibiteurs seraient nécessaires pour surmonter les inefficacités
observées. Comme suggéré par des études antérieures, les mutations de KRas ont semblé
étre un bon indicateur de la résistance aux inhibiteurs de PI3K et une combinaison avec
des inhibiteurs de MAPK semblaient étre I’une des avenues intéressantes pour surmonter
I’absence de réponse. Une autre piste intéressante pourrait étre 1’utilisation d’inhibiteurs
de la protéine réparatrice PARP. L’inhibition de PI3K a été associée a une perte de la
recombinaison homologue et I’addition d’un inhibiteur de PARP pourrait fournir une
létalité synthétique (deux événements permettant la mort de la cellule) sélectivement aux
cellules cancéreuses (Ibrahim et al. 2012). PTEN ayant un réle dans la recombinaison
homologue, son statut (sain ou muté) aura aussi un impact lors de I’utilisation des
inhibiteurs de PARP afin d’étre pleinement efficace (Yin and Shen 2008). Considérant
tout cela, afin de surmonter le bénéfice limité des inhibiteurs de PI3K/AKT/mTOR, une
meilleure compréhension du profil de mutation du patient combiné avec un autre
inhibiteur pour empécher la résistance au traitement serait une avenue intéressante ayant

comme objectif d’augmenter le taux de succeés de cette thérapie ciblée.

5.1.3 Essais cliniques ciblant la voie de signalisation des estrogénes

Deux types de traitements ont été mis au point pour cibler la voie de signalisation
des estrogenes, soit des inhibiteurs de I’aromatase et des antagonistes des récepteurs de

I’estrogene.

L’anastrozole est un puissant inhibiteur de 1’aromatase non stéroidien ayant eu
un essai clinique de phase II chez 23 patientes atteintes d’un cancer de I’endométre
récurrent. Les bénéfices ont été minimes avec seulement 2 PR et 2 SD (Rose ef al.
2000). Un essai de phase II a été réalisé en utilisant I’anastrazole en tant qu’agent unique
chez 53 patientes ayant un cancer récurrent/persistant et asymptomatique, au niveau de

’ovaire (43 patientes), du péritoine (7 patientes) et des trompes de Fallope (3 patientes).
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Les résultats ont été seulement d’une patiente avec une PR et 68 % de celles-ci avec
une SD (42 % pendant > 90 jours; 15 % > 80 jours; 7 % > 270 jours; 4 % > 360 jours)
(Del Carmen et al. 2003). Le méme groupe de recherche a également effectué un essai
de phase II utilisant & la fois ’anastrozole et un inhibiteur de I’EGFR, le gefitinib,
chez 35 patientes avec un cancer récurrent/persistant asymptomatique, au niveau de
Povaire (30 patientes), du péritoine (4 patientes) et des trompes de Fallope (1 patiente).
Seulement 23 des patientes étaient évaluables et les résultats obtenus étaient une seule
patiente avec une CR et 14 ayant obtenu une SD, démontrant ainsi une activité modeste

(Krasner et al. 2005).

Le 1étrozole est un autre inhibiteur de 1’aromatase a 1’étude en clinique. Dans un
groupe de 28 patientes atteintes d’un cancer de 1I’endométre récurrent, non traitées par la
chimiothérapie précédemment, le 1étrozole a été étudié en tant qu’agent unique dans un
essai de phase clinique II. Les résultats obtenus étaient de 1 CR, 2 PR et 11 SD indiquant
une activité antitumorale modeste. Fait intéressant, différents marqueurs comprenant les
récepteurs hormonaux ont été examinés, mais ne corrélaient pas avec la réponse au
létrozole (Ma et al. 2004). Une autre étude de phase II a testé le létrozole en
combinaison avec 1’everolimus, inhibiteur en étude clinique de mTOR, chez 35 femmes
atteintes d’un cancer de ’endomeétre récurrent et avancé. Les résultats étaient des plus
intéressants avec 11 CR, 2 PR et 1 SD (Slomovitz et al. 2015). Leur précédente étude
utilisant 1’everolimus seul avait une CBR de 21 % et avait obtenu seulement des SD
(Slomovitz et al. 2010). L addition du létrozole a permis d’augmenter la CBR a 40 %
(incluant ’addition de CR et de PR aux résultats) indiquant un avantage des plus
intéressants lors de 1’ajout cet inhibiteur de 1’aromatase (Slomovitz et al. 2015).
Le 1étrozole a également été testé dans un essai clinique de phase II chez 50 patientes
atteintes d’un cancer de 1’ovaire. Aucune CR ou PR n’a été obtenue avec les tumeurs et
seulement 10 patientes ont obtenu une SD. Il convient de noter qu’ils ont observé une
corrélation entre la réponse au létrozole et un niveau élevé du récepteur a 1’estrogene
(Bowman et al. 2002). Une autre étude de phase II a testé le létrozole chez 21 femmes
atteintes d’un cancer ovarien récurrent. Aprés traitement, les résultats ont été de

1 CR, 2PR et 4 SD, ce qui indique a nouveau une activité antitumorale modeste.
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Aucune association n’a été trouvée entre les récepteurs hormonaux et la réponse au
létrozole (Papadimitriou et al. 2004). Une étude a présélectionné 33 patientes atteintes
d’un cancer de ’ovaire, toutes exprimant les récepteurs a I’estrogéne, et a testé le
létrozole dans un essai de phase II. Les résultats obtenus ont ét¢ de 3 PR et 14 SD,
indiquant qu’une présélection des patients peut augmenter 1’efficacité du létrozole et
permettre d’arréter considérablement la progression du cancer (Smyth et al. 2007).
Enfin, un essai de phase II a testé le 1étrozole, cette fois avec 31 patientes atteintes d’un
cancer de l’ovaire résistant aux thérapies de platine et de taxane. De fagon notable,
toutes les patientes exprimaient les récepteurs a I’estrogéne, cependant, aucune n’a
obtenu de CR, une seule a obtenu une PR et sept avaient une SD. Ces résultats indiquent
que la chimiorésistance a un impact sur ’efficacité des inhibiteurs d’aromatase, en

particulier le létrozole ici, pour stabiliser la progression tumorale (Ramirez et al. 2008).

L’exémestane est un nouvel inhibiteur de ’aromatase et un essai a testé ce
composé chez des patientes atteintes d’un cancer de 1’ovaire chimiorésistant aux
traitements de platine et de taxane. Aucune CR ou PR n’a été obtenue chez les
24 patientes évaluées, cependant, 8 d’entre elles ont obtenu une SD pendant plus de
14 semaines (Verma et al. 2006). 11 convient de noter que I’exémestane a eu un effet
considérable pour stabiliser la progression tumorale, tel que précédemment observé avec

les autres inhibiteurs de I’aromatase.

Le fulvestrant (Faslodex) est un nouvel antagoniste des récepteurs a I’estrogéne
(ER) provoquant une dégradation accrue de sa cible par le protéasome, un complexe
enzymatique dégradant des protéines préalablement marquées avec des ubiquitines.
Un essai de phase II a testé ce composé dans des cancers avancés de ’endometre chez
31 patientes (ER positif) et 22 patientes (ER négatif). Aucune patiente n’a obtenu de CR
ou de PR en I’absence du récepteur a ’estrogéne. Parmi les patientes qui exprimaient le
récepteur a I’estrogéne, une patiente a obtenu une CR et 4 autres une PR. La tumeur était
stable chez 4 patientes du groupe ER-négatif par rapport a 9 chez les patientes
ER-positif. L’activité antitumorale du fulvestrant était absente sans la présence du ER et

minimale lorsque la cible (ER) était présente ; I’antagoniste était cependant efficace pour
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stabiliser la croissance tumorale (Covens ef al. 2011). En ce qui concerne le cancer de
’ovaire, une étude de phase II a été réalisée en utilisant le fulvestrant chez 26 femmes
ayant une tumeur de stade avancé. Les résultats obtenus sont similaires & ceux observés
avec le cancer de I’endometre, soit 1 CR, 1 PR et 9 SD indiquant une activité
antitumorale faible, mais une bonne stabilisation de la croissance tumorale (Argenta
etal 2009). Le méme groupe de recherche a mesuré le niveau protéique du récepteur &
’estrogeéne par I’utilisation de micropuces tissulaires (tissue microarray — TMA) et ont
corrélé I’expression mesurée, de maniére positive, avec le bénéfice clinique observé
précédemment (Argenta et al. 2013). Dans I’ensemble, le fulvestrant est efficace pour la
stabilisation de la croissance tumorale, mais modeste pour diminuer la taille de la tumeur

lorsqu’il est administré seul.

L’arzoxiféne est un autre antagoniste des récepteurs a 1’estrogéne qui a été testé
avec les tissus mammaires et utérins. Un aspect intéressant de 1’arzoxiféne est I’absence
d’effets utérotrophiques lorsqu’administré, une caractéristique importante pour son
utilisation dans les cancers de I’endométre contrairement au tamoxiféne (Suh et al.
2001). En effet, des essais de phase II ont été réalisés chez des patientes atteintes d’un
cancer de I’endometre avancé/récurrent et les résultats obtenus étaient prometteurs.
Deux de ces essais ont été faits avec 100 patientes provenant de deux études
multi-nstitutionnelles et bri¢vement les résultats obtenus étaient une faible toxicité avec
une ORR de 25 % et 31 % respectivement (Burke and Walker 2003). Un autre essai
clinique a spécifiquement sélectionné 29 patientes avec un cancer de I’endomeétre avancé
exprimant le ER et/ou le récepteur de la progestérone et qui n’avaient pas préalablement
été traitées par chimiothérapie. Les résultats obtenus ont été d’une faible toxicité ainsi

que I’obtention d’une CR et de 8 PR (ORR =31 %) (McMeekin et al. 2003).

Le torémiféne est un anti-estrogéne qui a été testé dans une étude utilisant des
lignées cellulaires du cancer de I’ovaire in vitro ainsi que des patientes atteintes de
cancers de ’ovaire et de 1’utérus in vivo. Les résultats in vifro ont démontré que le
torémiféne a permis d’augmenter de maniere significative 1’efficacité de la doxorubicine

sur des lignées cellulaires de cancer ovarien ; certaines de ces lignées étaient initialement
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résistantes a la doxorubicine. Parmi les 8 patientes évaluées, 3 ont obtenu une PR, 3 une
SD mais 2 ont aussi eu une progression tumorale (Mdenpéa et al. 1992). Cette étude est

donc intéressante pour de futurs essais cliniques avec les cancers gynécologiques.

L’effet minimal observé dans ces divers essais peut étre dfi, en partie, a la
non-sélectivité des patientes ; important compte tenu de la perte fréquente des récepteurs
a ’estrogéne dans les cancers gynécologiques de stades avancés. Malgré tout, I’effet
antitumoral de ces agents semble minime, mais réussit cependant & stabiliser
efficacement la tumeur. Une combinaison d’un composé de cette famille ciblant la voie
de signalisation des estrogénes avec un médicament chimiothérapeutique pourrait donc
augmenter |’efficacité du traitement et serait une avenue considérable. Une combinaison
avec deux cibles distinctes pourrait aussi étre une option intéressante. En effet, cela a été
démontré dans la prometteuse étude combinant le 1étrozole avec I’inhibiteur de mTOR et
qui a fourni des résultats des plus étonnants (Slomovitz ef al. 2011). Tel que démontré
avec notre nouveau composé chimiothérapeutique, le VP-128 qui contient a la fois une
portion de stéroide (E2) et une portion toxique (platine), cibler le récepteur a 1’estrogene
est prometteur et efficace dans le cancer de ’ovaire. Autant in vifro qu’in vivo, un
effet antitumoral significatif a été¢ observé avec les tumeurs exprimant le ER alpha.
L’effet était plutét modeste avec les tumeurs sans le ER, et ce, de maniére similaire aux
résultats observés dans les essais cliniques (Brasseur et al. 2013). Compte tenu de ces
observations, nous suggérons qu’une analyse préliminaire du niveau d’expression du ER
des patientes soit effectuée avant d’utiliser des composés thérapeutiques ciblant la voie
de signalisation de I’estrogene. Cette préanalyse pourrait permettre de s’assurer
d’obtenir une efficacité optimale avec 1’utilisation d’une thérapie combinée contre les

cancers de ’endométre et de 1’ovaire.

5.1.4 Recherches précliniques ciblant Par-4

Par-4 est un candidat prometteur pour de futurs essais cliniques en raison de sa
capacité unique a induire 1’apoptose uniquement et sélectivement envers les cellules

cancéreuses. Utiliser des suppresseurs de tumeurs est une alternative pour le traitement
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du cancer via I’utilisation de protéines recombinantes ou par la thérapie génique pour
exprimer le géne recherché. Concernant Par-4, trés peu de données expérimentales sont
disponibles concernant ses applications thérapeutiques. Cependant, quelques expériences
in vivo sont convaincantes pour de futures études cliniques et le développement de
traitements. Une étude a déﬁontré que la livraison d’un plasmide, exprimant Par-4, par
des nanoliposomes vers des tumeurs chez des souris nues augmentait 1’efficacité du
fluorouracile, un inhibiteur de la thymidylate synthase, contre le cancer (Kline et al
2009). Considérant que Par-4 peut activer des mécanismes apoptotiques par signalisation
paracrine, I’utilisation de Par-4 recombinant a ét€é considérée et étudiée. Les effets
observés, par I'utilisation d’un variant recombinant de Par-4 ou de seulement son
domaine SAC (sélectif pour ’apoptose dans les cellules cancéreuses), ont été d’induire
’apoptose dans des cellules cancéreuses in vitro (Figure 5.2) (Burikhanov et al. 2009).
Une autre équipe a produit une protéine recombinante du domaine SAC de Par-4,
dérivée de plantes dans I’optique d’une production a grande échelle. Cette protéine
recombinante a également maintenu ses capacités pro-apoptotiques, effet recherché pour
la thérapie anticancéreuse (Figure 5.2) (Sarkar ef al. 2015). Considérant que le domaine
SAC est suffisant pour 1’apoptose et sélectif envers les cellules cancéreuses, de futurs
composés ou traitements pourraient étre congus en fonction de sa structure pour la

thérapie ciblée.
@ @ =
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*Selective apoptosis in cancer cells

Figure 5.2  Schéma récapitulatif des recherches précliniques ciblant Par-4. (Brasseur,
Gévry, and Asselin 2016.)
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Une autre option a envisager concernant la thérapie ciblée serait de combiner Par-4
avec un traitement hormonal. Dans le cancer de la prostate, une étude a montré que
Par-4 est efficace pour induire I’apoptose seulement dans des cellules cancéreuses
hormone indépendantes, ce qui indique un rdle pour les hormones et la régulation
négative de Par-4 (El-Guendy et al. 2003; Chakraborty et al. 2001). Une étude, portant
sur 126 patients traités par chimiothérapie néoadjuvante, a évalué I’expression de
différents génes afin d’observer des corrélations entre ces derniers et les résultats
obtenus suite au traitement. Les résultats observés ont été trés intéressants. En effet,
I’ARNm de Par-4 a été régulé a la hausse aprés la chimiothérapie et Par-4 avait un
impact significatif sur le pronostic du patient; 1’état du ER était cependant directement
corrélé avec le pronostic et Par-4. En effet, Par-4 était prédictif d’un bon résultat
thérapeutique chez les patients ER-négatifs et I’inverse, un mauvais pronostic, a été
observé chez les patients ER-positifs indiquant un réle important entre les hormones et

Par-4 (Klintman et al. 2016).

Tel qu’introduit, peu d’études ont démontré que I’estrogéne pouvait réguler
négativement Par-4 (Figure 5.2) (Casolari et al. 2011). Pour explorer davantage ce
mécanisme de régulation, nous avons fait des expériences et avons également observé
cet effet de régulation négative de Par-4. Lors d’un traitement avec de I’estrogéne sur
des cellules Ishikawa du cancer de 1’endométre, le niveau protéique de Par-4 était
diminué confirmant ainsi la présence de ce mécanisme de régulation hormonale dans le
tissu de ’endomeétre (Figure 5.3A). Considérant la régulation négative observée avec
’estrogene, nous avons utilisé la banque de données Gene Expression Omnibus (GEO)
et avons trouvé une étude (GSE23893) dans les tissus cancéreux de 1’utérus démontrant
que le ERa pouvait se lier pres du promoteur de Par-4 dans sa région proximale,
indiquant un lien potentiel avec la régulation négative observée précédemment avec

I’estrogene (Figure 5.3B).
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Figure 5.3

Implication de I’estrogéne dans la régulation de Par-4.

(A) Les cellules cancéreuses Ishikawa ont été traitées avec 0,1 uM ou
1 uM d’estradiol (E2) pendant 4 h. Les niveaux de Par-4 et de ERa ont
été déterminés dans les cellules traitées en utilisant I’immunobuvardage
de type Western. GAPDH a été utilis€ comme contréle de chargement.
Les résultats présentés sont représentatifs de trois expériences
indépendantes. (B) Pistes ChIP-seq provenant de cellules de cancer de
I’endomeétre démontrant les emplacements de liaison du ERa sur le géne
PAWR (Par-4) dans les cellules controles (ligne du haut) et les cellules
traitées au E2 (ligne du bas) pendant 30 minutes. Les emplacements
génomiques ont été obtenus en utilisant la visionneuse génomique
intégrée (IGV 2.0). Les fléches rouges indiquent un nouveau profil de
liaison d'enrichissement du ERa dans la région proximale du géne de
Par-4, pouvant potentiellement étre impliqué dans la régulation négative
du geéne. Numéro d'accession Geo: GSE23893. (Tirée de Brasseur et al.
2016.)

Considérant que les ovaires et I’endometre sont en permanence sous ’influence

des hormones, que ’estrogéne pourrait influencer 1’activité de transcription de Par-4

dans le cancer du sein et de ’utérus et que les hormones ont un rdle important dans

I’activité anti-apoptotique de Par-4, nous pouvons nous permettre d’émettre [”hypothése

que les estrogeénes pourraient jouer un role dans la régulation de 1’expression de Par-4

(El-Guendy et al. 2003; Chakraborty et al. 2001; Klintman et al. 2016; Casolari et al.

2011). 11 est important de considérer que le niveau d’expression de Par-4 n’est pas

seulement régulé par les hormones au niveau transcriptionnel, mais aussi par d’autres
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mécanismes tels que 1’hyperméthylation de son promoteur ou 1’ubiquitination suivie de
la dégradation de sa protéine par le protéasome (Brasseur ef al. 2016; Pruitt et al. 2005;
Chen et al. 2014). 1l est également possible que 1’estrogéne régule I’activité de Par-4 et
sa localisation, que ce soit grice a des mécanismes génomiques ou non génomiques,
commandant ainsi la dynamique de Par-4; I’estrogéne pourrait donc agir comme un
agent cancérogéne puissant ainsi qu’un inducteur de chimiorésistance en fonction de la
situation. Combiner la thérapie hormonale avec Par-4 est donc une option considérable
pour acquérir une efficacité optimale afin de rétablir ’expression de Par-4, d’induire
I’apoptose tout en réduisant la croissance cellulaire controlée par 1’estrogene.
Ces résultats préliminaires concernant la régulation de Par-4 par I’estrogéne associé avec
sa capacité unique d’induire sélectivement 1’apoptose dans les cellules cancéreuses sont

trés intéressants et devraient étre envisagés pour de futures études.

5.2 Limitations de la thérapie ciblée

A la lumiére des essais cliniques rapportés, 1’observation initiale que nous pouvons
faire est que le nombre d’études testées sur des patientes atteintes d’un cancer de
I’endomeétre est limité. La raison de ce faible nombre d’études pour le cancer
endométrial est probablement due a son taux élevé de survie dans le cas d’un diagnostic
précoce. Cependant, tel que présenté, le cancer de I’endométre est trés agressif a un
stade avancé et le taux de succés des traitements actuels est tres faible. Il est de notre
avis que, plus de recherche est nécessaire afin de développer de nouvelles thérapies pour

améliorer le pronostic des femmes atteintes d’un cancer de I’endomeétre récurrent.

L'idée de la thérapie ciblée est d'éliminer les cellules cancéreuses gynécologiques
de fagon plus sélective tout en inhibant leurs mécanismes de chimiorésistance.
Cependant, jusqu'a présent, aucun essai clinique n’a été en mesure d'obtenir le taux de
réponse souhaité «parfaity via la thérapie ciblée. Ni la monothérapie ciblée ni la
combinaison avec des régimes de chimiothérapie courants ne sont suffisants pour
accroitre de fagon efficace et constante la survie des patients. En effet, la conclusion

générale est que les inhibiteurs de mTOR ont une activit¢é modeste en général;
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les inhibiteurs de PI3K/AKT ont un effet trés minime, un effet cependant augmenté dans
les cancers de 1’ovaire et de I’endomeétre et encore plus, lorsque combinés avec des
inhibiteurs de la voie des MAPK; les anti-estrogénes permettent I’obtention d’une
excellente stabilité de la tumeur, mais qui ne permettent pas sa régression. Comme déja
observé dans les essais cliniques, la combinaison de diverses thérapies ciblées est une
avenue intéressante pour surmonter la résistance/absence de réponse observée avec la
monothérapie ciblée. En effet, la plupart des voies et mécanismes décrits peuvent avoir
une intercommunication avec d'autres voies, une régulation par boucle de rétroaction
dans leur vaste réseau ou d’une régulation alternative pas inhibée par les composés
utilisés. Par exemple, l'inhibition des MAPK combinée a l'inhibition de PI3K,
deux voies qui s’intercommuniquent, permet d’augmenter significativement l'efficacité
de ces composés contre les cancers gynécologiques. Compte tenu de ce fait, les essais
les plus prometteurs sont ceux combinant deux cibles tels que l'everolimus (ciblage
mTORC]1) combiné avec le 1étrozole (ciblage de 1’aromatase) ou le buparlisib/BYL719
(composés ciblant PI3K) combiné avec le trametinib/binimetinib (composés ciblant

MEK) (Slomovitz et al. 2015; Bedard et al. 2015; Juric ef al. 2014).

Une autre avenue a envisager pour accroitre I’efficacité des thérapies ciblées serait
de trouver des biomarqueurs spécifiques en corrélation avec la réponse au traitement.
En effet, beaucoup de ces nouveaux composés n’ont pas encore trouvé de biomarqueur
efficace pour estimer le succés du traitement, ce qui peut aussi expliquer 1’activité
clinique modeste observée dans beaucoup de ces essais. L’utilisation de biomarqueurs
conduirait & de la médecine personnalisée via une vaste préanalyse des patientes et de
leurs diverses mutations situées dans leurs tumeurs. Faire ce type d’analyse pour chacun
des patients peut cependant étre trés coliteux pour des tests de phases cliniques II et III.
Cette préanalyse, cependant, permettrait de mieux identifier la bonne combinaison des
composés de ciblage a utiliser et d’ainsi obtenir un taux de réussite optimal pour le
traitement. Séquencer le génome humain cottait extrémement cher (approximativement
1-2 milliards de dollars) il y a plus de 10 ans, mais aujourd’hui il est possible de le faire
pour environ 1000 § et les colits continuent de diminuer. L’hétérogénéité entre les

diverses patientes et a I’intérieur méme d’une tumeur joue également un rdle important
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pour le taux de réponse des traitements ciblés et des mécanismes de chimiorésistance
associés. L’instabilité génomique est un des facteurs importants liés a 1’hétérogénéité
des tumeurs; les mécanismes de réparation de I’ADN ainsi que le réseau de PI3K, qui est
considérablement muté dans les cancers gynécologiques, sont en partie responsables de
cette hétérogénéité (Burrell er al. 2013). Cette hétérogénéité se refléte sur la récurrence
des cancers gynécologiques a des stades avancés ou seulement les cellules sensibles
meurent, laissant place a une petite population résistante qui finira par revenir aprés
plusieurs traitements. Dans 1’ensemble, une meilleure compréhension des paramétres de
la patiente, avec des biomarqueurs d’efficacité connus, serait rentable pour I’utilisation

de thérapies ciblées.

Malgré un fort intérét pour certaines cibles moléculaires jouant un role important
dans I’agressivité du cancer, il est parfois complexe de créer un composé pouvant cibler
celles-ci de fagon efficace. On peut simplement penser a I’oncogéne Ras, muté dans plus
de 25 % des cancers et rendant ceux-ci trés agressifs et difficiles a traiter, qui n’a
toujours aucun inhibiteur en date d’aujourd’hui. Une raison pourquoi il est difficile de
cibler cette protéine est qu’aucun site actif, permettant & un composé de s’y attacher,
n’est disponible sur celle-ci (Gysin et al. 2011). Malgré tout, d’autres possibilités
s’offrent telles que de cibler des protéines en aval comme les MAPK et PI3K via des
inhibiteurs ou d’utiliser de I’ARN interférant pour diminuer I’expression de Ras (Gysin
et al. 2011). Le principe de l’interférence ARN consiste 4 une molécule ARN
complémentaire a une séquence d’ARN messager qui, lorsque liées ensemble, meneront
a sa dégradation via le complexe RISC (RNA-induced silencing complex) et
conséquemment a une diminution de I’expression protéique du géne. La technologie de
IPARN interférant est efficace, mais requiert encore de la recherche en raison de ses
actuelles limitations pour le domaine clinique tel que sa toxicité, sa méthode de livraison
et s’il y a des cibles non spécifiques pouvant causer des effets secondaires importants
chez la patiente (Chen and Zhaori 2011). Récemment, une technologie révolutionnaire
permettant I’édition du génome, CRISPR Cas-9, a été développée. Briévement, Cas-9 est
une endonucléase avec un guide-ARN associé originellement aux séquences CRISPR

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) pouvant couper I’ADN.
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Le guide-ARN, pouvant étre synthétisé indépendamment, permet & 1’endonucléase
d’éliminer spécifiquement une portion d’ADN précise rendant les cellules
« knock-out » pour un géne recherché. Suite a la séquence reconnue par le guide-ARN,
la Cas-9 doit reconnaitre une séquence PAM (5'-NGG-3') sur le génome le I’hdte pour
fonctionner, mais celle-ci n’est pas limitante dans le génome humain puisque qu’on la
retrouve a toutes les 8-12 paires de bases. Une fois la séquence d’intérét clivée, I’ADN
doit étre réparé et il est possible d’y insérer une nouvelle séquence d’« ADN donneur »
par recombinaison homologue, permettant |’insertion d’une mutation précise ou d’un
marqueur de sélection et obtenir un « knock-out» du géne. I.’avantage de cette
technologie est I’élimination & 100 % de I’expression du géne, de fagon efficace, peu
coliteuse, mais aussi la forte sélectivité du clivage de la séquence ADN, par I’utilisation
d’ARNs guides, permettant d’éviter de cliver des régions non spécifiques (Figure 5.4)
(Charpentier and Doudna 2013; Doudna and Charpentier 2014).

PAM
sequence

Matching genomic Cas9

sequence
Genomic DNA

Donor DNA

Repair “

f Targeted genome editing
Human cells
2 ‘ Bacterial cells

Zebrafish TN

Figure 5.4  Schéma simplifié de [’utilisation de la technologie CRISPR. (Tirée de
Charpentier and Doudna 2013.)
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Afin d’éviter une non-spécificité, I’enzyme Cas-9 peut étre modifiée de diverses
maniceres telles qu’observé avec la Cas-9 nickase qui permet de cliver un simple brin
d’ADN a la fois via deux guides ARN a proximité sur chacun des brins d’ADN afin
¢liminer spécifiquement le géne recherché (Sander and Joung 2014). Question d’éthique
médicale, I’utilisation de cette technologie en clinique est limitée puisqu’elle a un impact
direct sur le génome, mais considérant I’importance qu’elle peut apporter, un premier
essai clinique vient juste d’étre approuvé le 21 juin 2016 aux Etats-Unis afin de savoir,

principalement, si la technologie est sécuritaire pour les patients (Reardon 2016).

Un autre exemple de protéine dont le développement d’un composé ciblé
est complexe est ERCCI1, une protéine impliquée dans la réparation d’adduits
d’ADN-platine dans le cancer ovarien via le processus de réparation par excision de
nucléotide (NER — nucleotide excision repair) (Selvakumaran et al. 2003; Ferry,
Hamilton, and Johnson 2000; Dabholkar et al. 1994; Reed 1998). Le NER est un
processus en plusieurs étapes impliquant diverses protéines permettant d’enlever et de
remplacer une séquence de nucléotides sur un brin d’ADN. Fait intéressant, un
mécanisme du NER accru est associé a une augmentation de chimiorésistance pour le
cancer de ’ovaire. En effet, la protéine ERCCI1, formant un complexe avec
I’endonucléase XPF et impliqué dans I’incision en 5’ des adduits d’ADN, a été rapportée
pour étre impliquée dans le degré de sensibilité aux composés du platine dans le cancer
de I’ovaire (Selvakumaran et al. 2003; Ferry, Hamilton, and Johnson 2000; Dabholkar
et al. 1994; Reed 1998; Chang et al. 2005). Les protéines XPF et XPG, impliquées aussi
dans le mécanisme de NER, ont également un impact sur la sensibilité au platine dans le
cancer de I’ovaire (Stevens ef al. 2008). La raison pourquoi ERCCI1 est difficile a cibler
est le fait qu’aucune activité enzymatique connue n’y est associée. Malgré tout, de
nouvelles petites molécules sont développées ciblant les complexes impliquant la
protéine ERCC1, ayant comme objectif de rétablir la sensibilité au platine (Gentile,
Tuszynski, and Barakat 2016). La recherche de nouvelles technologies est toujours
d’actualité afin de pouvoir cibler d’importantes protéines complexes impliquées dans le

cancer.
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Un élément additionnel & considérer pour une thérapie ciblée efficace contre les
cellules cancéreuses chimiorésistantes est le fait que ce ne sont pas seulement les
modifications qui se produisent a [’intérieur des cellules qui contribuent a la
chimiorésistance. En effet, d’autres éléments contribuent a cette résistance, tels que le
microenvironnement tumoral et la pharmacocinétique des composés qui doivent aussi
étre considérés pour les futures thérapies (Agarwal and Kaye 2003). En ce qui concerne
le microenvironnement, 1’hypoxie est connue pour étre reliée a la radiorésistance et a
la chimiorésistance des cancers (Tomida and Tsuruo 1999; Brown and Wilson 2004).
Les cellules cancéreuses en hypoxie, souvent situées au centre de la tumeur solide, ont
moins accés aux vaisseaux sanguins, et par conséquent, sont moins exposées aux
médicaments anticancéreux. L’hypoxie est également associée a une prolifération
cellulaire plus lente ce qui affecte la chimiothérapie actuelle ciblant les cellules a
division rapide (Brown and Wilson 2004). Ce facteur de microenvironnement est
donc un élément clé négatif affectant le succés des thérapies anticancéreuses.
D’autres éléments interagissent également avec le microenvironnement tel que le
systtme immunitaire, la matrice extracellulaire et les molécules de signalisation
provenant de I’environnement extracellulaire. Ces facteurs du microenvironnement sont
pris en compte en clinique et des thérapies ciblant I’angiogenése, 1’hypoxie, le systéme
immunitaire ou les récepteurs a tyrosine kinase sont actuellement a 1’étude (Balkwill,
Capasso, and Hagemann 2012). Une combinaison de traitements, comprenant, entre
autres, ceux ciblant le microenvironnement, pourrait étre positive au taux de succés du

traitement du cancer avec I’utilisation de la thérapie ciblée conventionnelle.

5.2.1 Le VP-128, 1a parasporine-2 et Par-4

Les études effectuées dans le cadre de cette thése ont aussi leurs limitations.
En ce qui concerne le VP-128, celui-ci cible principalement le ERo, cependant, le
récepteur n’est présent que dans 60-70 % des cancers gynécologiques (Pujol ef al. 1998;
Pearce and Jordan 2004; Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004; Bender, Buekers, and Leslie
2011; Chon, Hu, and Kavanagh 2006). Malgré le fort pourcentage de cancers

gynécologiques exprimant notre cible, le ERa est habituellement muté/non-exprimé dans
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les cancers de stades avancés, lesquels sont responsables du faible taux de survie et
nécessitant principalement de nouvelles thérapies (Kreizman-Shefer et al. 2014; Issa
et al. 2008; Cunat, Hoffmann, and Pujol 2004; Pujol ef al. 1998; Sjoquist e al. 2011;
Pinzone et al. 2004; Yoshida et al. 2000). Cette perte d’expression peut étre associée a
divers facteurs tels que la méthylation du géne, I’acétylation des histones, la perte
d’expression de facteurs de transcription régulant le géne ou la régulation négative de la
transcription du géne par diverses voies incluant les facteurs de croissance (EGF) ou les
hormones (gonadotrophine chorionique humaine habituellement produite lors de la
grossesse et le GnRH) (Yoshida et al. 2000; Pinzone et al. 2004). Heureusement, le
VP-128 possede aussi une affinité, similaire a I’estradiol, pour le ERB qui est présent
dans plusieurs cellules cancéreuses (Descoteaux et al. 2008). Les mécanismes d’action
du ERP sont néanmoins moins étudiés et donc moins évidents a comprendre le
mécanisme. Malgré tout, le VP-128 agit relativement rapidement, et une fois li€¢ a son
récepteur il peut utiliser sa portion platine sur ’ADN afin d’activer les mécanismes
d’apoptose de la cellule concernée, indépendamment des mécanismes du ERp. Le tout a
été confirmé dans nos expérimentations via I’utilisation du composé in vitro et in vivo
avec des modeles ERa négatifs, via lesquels le VP-128 répondait de fagon similaire au
composé de base, le cisplatine. Il faut savoir cependant que le VP-128 était moins
efficace que dans les modéles ERa positifs, mais tout de méme actif (Brasseur et al.
2013). Le ERa, fréquemment surexprimé dans les cancers gynécologiques, pourrait
permettre une meilleure sélection des tumeurs et donc une meilleure efficacité du
composé. Une limitation additionnelle a considérer concernant la cible (ER) du VP-128
est que celle-ci n’est exprimée en majorité que dans les cancers gynécologiques, limitant

son utilisation qu’a ces types de cancers seulement.

Concernant la parasporine-2, ses limitations actuelles sont nombreuses considérant
que son mécanisme d’action est encore loin d’étre complétement saisi. En effet,
I’utilisation de cette toxine est encore au tout début de ses études précliniques puisque le
récepteur responsable de sa sélectivité et toxicité envers les cellules cancéreuses est
toujours inconnu a ce jour (Okassov ef al. 2015). Lors de nos expérimentations, nous

avons observé que la parasporine-2 était belle et bien toxique et sélective envers les
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cellules cancéreuses provenant de divers cancers, cependant, le niveau d’activité pouvait
varier grandement selon la lignée cellulaire traitée (Brasseur et al. 2015). La protéine
responsable de cette efficacité, probablement le récepteur clé, pourrait permettre de
prédire |’efficacité du traitement avant son administration afin d’éviter de potentiels
effets secondaires importants, fréquents lors de I’utilisation de bactéries comme thérapie
anticancéreuse. En effet, 'utilisation de composés bactériens est souvent associée avec
une forte toxicité, limitant donc les doses utilisées et la possible combinaison avec
d’autres traitements anticancéreux (Patyar et al. 2010). Il est donc important d’étudier la
réelle sélectivité de cette toxine in vivo avec des modéles animaux afin de s’assurer que

la toxicité sera limitée et concentrée au niveau des tumeurs.

Au sujet de Par-4, cette protéine possede la caractéristique unique d’induire
’apoptose spécifiquement aux cellules cancéreuses, cependant les mécanismes pour ce
faire sont nombreux et complexes (Irby and Kline 2013). Bien comprendre les
mécanismes dans lesquels est impliquée cette protéine est critique pour obtenir le
résultat recherché dans un contexte clinique. Dans le cadre de nos recherches, nous
avons étudié plus en détail le fragment clivé de Par-4, présent en situation d’apoptose
chez des lignées cellulaires cancéreuses sensibles a la chimiothérapie. Il avait été
démontré que le cl.Par-4 a lui seul était suffisant pour induire |’apoptose dans les
cellules cancéreuses du col de I’utérus lorsque surexprimé par transfection transitoire
(Chaudhry et al. 2012). Nous avons tenté de reproduire la méme situation, induire
I’apoptose avec seulement la présence de cl.Par-4, dans le contexte de cellules

cancéreuses de I’endomeétre et de I’ovaire, mais sans |’obtention de résultats significatifs

(Figure 5.5).
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Figure 5.5  Absence de clivage additionnel de PARP en présence de cl-Par-4.

Des cellules cancéreuses de I’ovaire (A2780-A2780CP) et de I’endométre
(Ishikawa-Hec-1a) ont été transfectées stablement avec le géne de
cl.Par-4-myc. Les cellules ont ensuite été traitées avec 10-20 uM de
cisplatine pendant 24 h. Les niveaux de CLPARP et de Myc-tag ont été
déterminés dans les cellules traitées en utilisant I’immunobuvardage de
type Western. GAPDH a été utilisé comme contréle de chargement.
Les résultats présentés sont représentatifs de trois expériences
indépendantes.

*Données non publiées.

En effet, 1’absence de sensibilisation a 1’apoptose en induisant 1’expression de
cl.Par-4 dans nos cellules était surprenante, nécessitant des investigations additionnelles
sur la mécanistique s’y rattachant. Nous n’avons pas réussi a rétablir la sensibilité¢ a
’apoptose de nos cellules mais les recherches effectuées ont permis de découvrir que
cl.Par-4 était régulé par des mécanismes post-traductionnels impliquant le protéasome,
PI3K et les MAPK (Brasseur et al. 2016). Ces mécanismes pourraient expliquer de
’absence d’apoptose observée dans nos modeles de 'ovaire et de I’endométre.
Un fait intéressant est que nous avions aussi testé I’expression constitutive de cl.Par-4-
myc de fagon préliminaire dans des cellules normales transformées de 1’endométre, les
HIESC. 1l a été surprenant d’observer qu’aucune régulation du transgéne ne semblait
avoir lieu (Figure 5.6). Nous n’avons pas poursuivi les recherches concernant les
cellules normales de I’endométre, mais il est important de considérer cet élément pour

une éventuelle continuité des recherches puisqu’elles pourraient permettre de
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comprendre 1’absence d’apoptose précédemment observée chez les cellules cancéreuses

de I’ovaire et de I’endométre (Brasseur et al. 2016).

HIESC CP4

Ctl c10 C20

s W | CLPARP

—_—— e = —-ﬂ Myc-tag

— | GAPDH

Figure 5.6  Absence de régulation post-traductionnelle dans la lignée normale de
I’endométre HIESC.
Cellules normales de I’endométre HIESC exprimant stablement le
transgéne cl.Par-4-myc (Myc-tag) et traitées au cisplatine (10-20 pM)
pendant 24 h.
Des cellules normales de I’endométre (HIESC) ont été transfectées
stablement avec le géne de clPar-4-myc (Myc-tag). Les cellules
ont ensuite été traitées avec 10-20 uM de cisplatine pendant 24 h.
Les niveaux de ClL.PARP et de Myc-tag ont été déterminés dans les
cellules traitées en utilisant I’immunobuvardage de type Western.
GAPDH a été utilis¢€ comme controle de chargement. Les résultats
présentés sont représentatifs d’une seule expérience et devraient &tre
refaits afin de confirmer les résultats.
*Données non publiées.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer nos observations d’absence d’apoptose
en présence de cl.Par-4 dans les cancers gynécologiques. En premier lieu, il serait
intéressant d’effectuer des tests de mesure de la mort par apoptose en combinaison avec
des inhibiteurs des divers mécanismes de régulation précédemment découverts pour
cl.Par-4 (protéasome, estrogéne, PI3K et MAPK) (Brasseur et al. 2016). Aussi, tel que
précédemment rapporté, les hormones semblent jouer un rdle de régulation négative sur
’activité de Par-4 et cet effet pourrait étre rapporté dans les cancers gynécologiques ol
les hormones sont fortement présentes (El1-Guendy et al. 2003; Chakraborty et al. 2001,
Brasseur ef al. 2016). La localisation de Par-4 est aussi importante pour dicter le role de

Par-4 et de son activité pro-apoptotique (Shrestha-Bhattarai and Rangnekar 2010).
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Tel que démontré dans nos recherches, une grande proportion de cl.Par-4 se retrouvait
dans le cytosol de nos cellules, avec ou sans traitement de cisplatine (Brasseur et al.
2016). Dans le cas des cellules du col de I’utérus HeLa, le cl.Par-4 exprimé était localisé
en forte proportion au noyau pouvant expliquer |’activité apoptotique observée
(Chaudhry et al. 2012). Cette localisation observée pourrait étre associée aux tissus
gynécologiques et associée aux hormones. Des recherches en cours dans notre
laboratoire démontrent que de retenir Par-4 au noyau sensibilise les cellules cancéreuses
gynécologiques a divers composés pro-apoptotiques tels que le cisplatine et le TRAIL
(tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand), une cytokine pouvant induire
I’apoptose par la voie extrinséque particuliérement chez les cellules cancéreuses

(Données non illustrées).

Finalement, un dernier élément important qui pourrait expliquer 1’absence
d’apoptose dans nos cellules cancéreuses est le fait que Par-4 peut aussi jouer un rdle
dans la transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT), un réle inhabituel pour un
suppresseur de tumeur considérant que ce mécanisme est favorable a la formation de
métastases. L’EMT consiste au passage des cellules d’une forme épithéliale a une forme
mésenchymateuse, les dédifférenciant et permettant d’acquérir des capacités invasives
menant aux métastases (Krawczyk et al. 2014). Cette découverte a démontré que Par-4
est une protéine en aval de TGF-B, essentielle pour induire ’EMT (Figure 5.7)
(Chaudhry et al. 2014). Cela indique que Par-4, selon divers facteurs de régulation,
pourrait jouer des roles opposés entre la survie et la mort cellulaire. Cette dualité de role
pourrait expliquer 1’absence d’apoptose dans les cellules cancéreuses provenant d’un

tissu gynécologique et exprimant cl.Par-4.
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Figure 5.7

Par-4 est impliqué dans les mécanismes de la transition épithéliale-
mésenchymale.

Cellules HelLa transfectées transitoirement soit avec 2 pug de vecteur
plasmidique exprimant Par-4 ou un siRNA inhibant celui-ci. Aprés 48 h,
les cellules étaient analysées. (a) Transfection avec le plasmide exprimant
Par-4. Des analyses de densitométrie représentant le niveau de protéine
ont été effectuées et représentent la moyennexSD **P < 0,01 comparées
avec le plasmide vide. (b) Immunofluorescence pour la vimentine (Alexa
Fluor 594, vert), le noyau (Hoechst 33258, bleu) et le cytosquelette
d’actine (phalloidin en rouge); Magnification x63. (¢) Transfection avec
du siRNA contre Par-4. (d) Transfection avec le plasmide exprimant
Par-4. Un test d’invasion a été effectué et les cellules ayant adhéré a la
surface du bas du filtre ont été colorées avec du Hoescht 33258;
Magnification x10. Histrogramme représentant le nombre de cellules
ayant effectué une invasion du matrigel. Le noyau a été compté dans cinq
différentes zones pour chaque expérience, *P <0,05. (¢) Transfection
avec du siRNA contre Par-4 suivi d’un traitement TGF-B3 dans les HelLa
et SKOV-3. Les niveaux de vimentin, N-cadherin, snail, Par-4 et
Myc-Par-4 ont été déterminés dans les cellules traitées en utilisant
I’immunobuvardage de type Western. B-actin a €été utilis€ comme
contréle de chargement. Les résultats présentés sont représentatifs de
trois expériences indépendantes. (Tirée de Chaudhry et al. 2014.)



215

Le fait que nous ayons de la difficulté a utiliser Par-4 et son fragment a leurs
pleines capacités dans les cancers gynécologiques constitue une limitation importante de
cette protéine. Il est donc nécessaire d’obtenir une meilleure compréhension de la
mécanistique afin de pouvoir étudier Par-4 et son fragment dans un contexte plus

clinique pour ces types de cancer.

5.3 Perspectives et futures expérimentations des divers projets

Briévement, cette sous-section du dernier chapitre suggérera des expérimentations
qui permettront aux divers projets d’aller de 1’avant, ayant comme but ultime de se
rendre en clinique pour une thérapie ciblée, anticancéreuse et efficace contre les cancers

gynécologiques chimiorésistants.

5.3.1 L’hybride estradiol-platine, le VP-128

Le projet de ’hybride estradiol-platine VP-128 est en phase préclinique et est
plutdt avancé. Jusqu’a présent, ce composé a été testé seulement sur les cancers du sein
et de I’ovaire donc 1l serait intéressant d’effectuer quelques tests pré-cliniques in vitro et
in vivo pour le cancer de I’utérus afin de compléter le trio des cancers féminins (Brasseur

et al. 2013; Van Themsche, Parent, et al. 2009).

Par la suite, les précédentes expérimentations in vivo étaient limitées a des lignées
cellulaires completement différentes avec ou sans I’expression du ERa. 11 serait des plus
pertinents de reproduire les expérimentations, mais cette fois-ci avec des modéles
isogéniques ou la seule différence serait la présence/absence de notre cible moléculaire,
le ERa. Ces expérimentations pourraient réellement confirmer I’importance de la cible
thérapeutique pour le VP-128 dans un modéle physiologique. Avec les mémes modéeles,
il serait aussi intéressant de tester le VP-128 en combinaison avec d’autres composés tels
que fréquemment observés en clinique et ou les résultats étaient des plus prometteurs.
Une des combinaisons qui serait intéressante de tester serait avec un inhibiteur clinique

de l’ahtophagie (ex : I’hydroxychloroquine) en raison de 1’augmentation de |’efficacité
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du VP-128 observée précédemment in vitro dans le cancer de 1’ovaire (Brasseur et al.
2013). 1l serait aussi intéressant de combiner le VP-128 avec un inhibiteur clinique
de mTOR, l’everolimus, afin d’essayer de reproduire des résultats prometteurs
précédemment obtenus avec sa combinaison avec un inhibiteur de 1’aromatase

(Iétrozole) (Slomovitz et al. 2015).

Des études préliminaires de pharmacocinétique du VP-128 ont précédemment été
faites démontrant que le VP-128 avait des caractéristiques similaires ou méme
supérieures a son composé de base, le cisplatine (Figure 5.8). Ces expériences n’étant
que préliminaires, il serait intéressant d’aller rechercher des informations additionnelles
telles que 1’absorption, la distribution, le métabolisme et 1’excrétion du composé, et ce,

via plusieurs expérimentations indépendantes afin d’obtenir des résultats fiables et

représentatifs.
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Figure 5.8  Données préliminaires de la pharmacocinétique du VP-128.
Administration de 6 154 uM/Kg de VP-128 ou cisplatine & des souris
suivie d’une prise de sang a différents temps (0-15-30-60-120-240-
360 min) afin de mesurer les divers facteurs de pharmacocinétique via
’utilisation de spectrophotométrie pouvant mesurer la quantité de
platine/échantillon.

*Données non publiées.
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Si ces études précliniques suggérées sont convaincantes, des essais de phase

clinique I seraient la suite logique pour tester le VP-128 chez I’humain.

5.3.2 La toxine bactérienne cancer-sélective, la parasporine-2Aal

En ce qui a trait a la parasporine-2Aal, plusieurs analyses précliniques sont encore

nécessaires avant de pouvoir étre testée en essai clinique sur des humains.

En premier lieu, déterminer le récepteur responsable de la sélectivité antitumorale
de la PS2Aal est I’élément critique a la poursuite des recherches. Une technique qui
pourrait €tre utilisée pour ce faire serait celle du double hybride (Yeast two-hybrid
system). Briévement, cette technique permet de découvrir des interactions protéine-
protéine par I’utilisation d’un plasmide exprimant une protéine contréle pouvant activer
la transcription d’un géne rapporteur. Une fois le controle effectué, les protéines a tester
I’interaction sont modifiées génétiquement (une protéine est modifée avec un domaine
de liaison et I’autre protéine est modifiée avec un domaine d’activation) et exprimées par
I’utilisation de plasmides. Chacune des protéines (PS2Aal et ses potentiels candidats)
possede une portion (domaines de laison ou d’activation) de la protéine contréle pouvant
permettre la transcription du gene rapporteur, et ce, seulement si les deux protéines
peuvent interagir ensemble (Figure 5.9) (Young 1998; Hiller-Sturmhofel, Sobin, and
Mayfield 2008). Via cette technique, il pourrait étre possible de découvrir le récepteur
liant la PS2Aal, cependant, il faudra tester un large éventail de protéines candidates

pour découvrir celui-ci.
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The test protein and the bait protein do not interact — no transcription
of the reporter gene.
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Schéma du systéme du double hybride (Yeast two-hybrid system).

A. Si les deux protéines modifiées ne peuvent interagir ensemble, il n’y a
aucune transcription du géne rapporteur. B. Les deux protéines modifiées
avec les domaines requis doivent €tre exprimées et interagir ensemble
afin de permettre la transcription du géne rapporteur et de confirmer
I’interaction entre celles-ci. (Tirée de Hiller-Sturmhofel ef al. 2008.)

L’utilisation de la technique du «phage display» serait une alternative a celle du

double hybride pour découvrir le récepteur clé¢ de la toxine PS2Aa. Briévement, le

principe du « phage display » est de produire une librairie de bactériophages exprimant

des protéines & la surface de leur manteau, lesquelles pourront se lier avec d’autres

protéines si interaction il y a. Les protéines cibles a étudiées sont immobilisées et

exposées dans une microplaque, lesquelles on ajoute la librairie de phages exprimant
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diverses protéines pouvant avoir une potentielle interaction. Seuls les phages ayant eu
une interaction avec les protéines cibles seront conservés lors de lavages, lesquels leur
ADN sera séquencé afin de connaitre les protéines responsables (Figure 5.10) (Sidhu,
Fairbrother, and Deshayes 2003). Cette méthode pourrait aussi permettre de trouver le

récepteur clé de la toxine PS2Aal.

i *LL ——

Repeat

‘%

Ta rget-coated surface or bead

Bimd

Wash
Amplify

in E. coli
Unbound ' J

phage
Bound Elute
phage

Figure 5.10 Schéma du systéme « phage display ». (Tirée de la page de New England
Biolabs www.neb.com)

Nous avons la chance de savoir qu’il s’agirait d’une protéine située dans le radeau
lipidique et que les GPI agissent plut6t comme des co-récepteurs permettant a la toxine
d’étre pleinement efficace (Abe et al. 2016; Kitada et al. 2009). Suite a la détermination
du récepteur, il serait intéressant d’étudier plus en détail le mécanisme d’action de la
toxine PS2Aal considérant le peu de recherche effectuée a ce sujet. Une étude large
spectre pour comprendre les diverses régulations effectuées par la toxine pourrait

étre d’un intérét ici via une technique comme le séquengage ARN (RNA-Seq).
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Mieux comprendre son mécanisme d’action pourrait permettre d’utiliser de fagon

optimale la toxine en combinaison avec d’autres composés cliniques.

La suite logique serait de tester la toxine PS2Aal in vivo avec des souris possédant
des tumeurs de divers cancers, incluant ceux provenant de tissus gynécologiques.
Ces expérimentations permettraient de voir si la toxine est toujours aussi efficace, aussi
sélective et si des effets secondaires importants, fréquents lors de I’utilisation de
bactéries, seraient apparents suite a 1’administration du traitement. A notre connaissance,
aucune expérience in vivo avec la parasporine-2 n’a été effectuée a ce jour. Par la suite,
si les résultats obtenus avec la toxine seule sont satisfaisants, des tests in vivo de
combinaison de traitements tels qu’avec un inhibiteur de la voie PI3K (effet synergique
observé dans nos recherches) ou un composé actuellement utilisé¢ en clinique pour la
chimiothérapie serait d’un intérét afin d’étre plus efficace, éviter une chimiorésistance et

diminuer les doses administrées (Brasseur ef al. 2015).

Toujours irn vivo, il serait pertinent de voir si la toxine PS2Aal conserve sa
sélectivité antitumorale contre des métastases considérant que ces cellules sont

dédifférenciées et pourraient perdre I’expression du récepteur spécifique de la toxine.

Suite a ces nombreuses expérimentations précliniques, si les résultats sont toujours
aussi concluants, des tests de pharmacocinétique devraient étre faits et des études

cliniques sur des humains pourraient ensuite é&tre commencées.

5.3.3 Le suppresseur de tumeur cancer-sélectif, Par-4

Malgré la complexité et les multiples mécanismes de Par-4, mieux comprendre
ceux-ci sera d’un grand avantage pour la thérapie ciblée en clinique. En effet, il est
souvent insuffisant de cibler qu’une seule protéine en raison de 1’hétérogénéité des
cellules cancéreuses et de leur adaptation aux divers traitements, responsables de
’acquisition d’un statut de chimiorésistance. Puisque Par-4 est associé¢ a plusieurs

mécanismes et voies de survie, il est d’un fort intérét de cibler cette protéine et de
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rétablir son expression afin d’affecter ses multiples voies de signalisation et de multiples
tumeurs en simultané, en plus d’induire I’apoptose de fagon spécifique des cellules
cancéreuses (Irby and Kline 2013).

Dans le cadre de nos recherches, nous nous sommes plutét concentrés sur le
fragment clivé de Par-4. Il sera d’un intérét de mieux comprendre comment ce simple
fragment peut induire 1’apoptose considérant que I’effet est existant avec les cellules
HeLa (Chaudhry et al. 2012) mais négligeable dans nos modéles cellulaires de cancers
ovarien et endométrial précédemment utilisés. En premier lieu, il faudrait tester les
nouveaux mécanismes découverts de cl.Par-4 (protéasome, estrogene, PI3K et MAPK)
et voir si I’inhibition de ceux-ci pourraient sensibiliser les cellules a I’apoptose ou a la
chimiothérapie (Brasseur et al. 2016). Ensuite, si les résultats obtenus étaient non-
satisfaisants, il faudrait tester cl.Par-4 dans d’autres lignées cellulaires cancéreuses que
celles provenant de tissus gynécologiques afin de voir si I’absence d’activité pro-
apoptotique est tissu-spécifique. Ensuite, si le résultat obtenu est positif dans un tissu
non gynécologique, trouver 1’élément tissu-spécifique associé a I’inhibition de I’activité
du cl.Par-4 sera la prochaine étape. Si le résultat obtenu est négatif dans les autres types
de tissus, il faudra comprendre pourquoi cl.Par-4 était fonctionnel dans les cellules HeLa
spécialement. Il faudrait aussi aller étudier plus en détail pourquoi cl.Par-4 n’était pas
régulé post-traductionnellement dans la lignée normale de 1’endometre HIESC.
Dans tous les cas, une étude large spectre, utilisant, par exemple, le séquengage ARN,
sera nécessaire afin de distinguer les différences entre les modeéles sensibles et résistants

a I’apoptose de cl.Par-4.

Nous avons démontré que le protéasome était impliqué dans la stabilité de cl.Par-4
et avons effectué des analyses de bio-informatique afin de prédire divers sites
d’ubiquitination (Brasseur ef al. 2016). Il serait intéressant de trouver le site responsable
de cette régulation. Pour y parvenir, I’utilisation de mutagenese dirigée sur les sites
prédits pourrait permettre de rétablir la stabilit¢ de la protéine sans nécessiter
I'utilisation d’un inhibiteur du protéasome. Si la régulation par le protéasome est

indirecte et qu’une autre protéine responsable interagissait avec cl.Par-4, une étude large
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spectre, par |’utilisation d’un systéme double hybride, du « phage display » ou d’une
immunoprécipitation de cl.Par-4 suivie d’une analyse par spectrophotométrie de masse,
pourrait permettre de découvrir 1’acteur responsable de cette régulation indirecte et

d’autres protéines s’attachant au fragment de Par-4.

Enfin, d’autres expérimentations, intéressantes et bénéfiques pour 1’étude de Par-4
et de cl.Par-4, seraient de tester leurs effets phénotypiques in vivo sur la progression
tumorale et la sensibilité aux traitements actuels de chimiothérapie et a ceux
présentement en essais cliniques (composés ciblant PI3K, AKT, mTOR, MAPK et la
voie de I’estrogéne). Des xénogreffes de cellules cancéreuses gynécologiques provenant
de clones stables exprimant Par-4/cl.Par-4 via un systéme d’activation inductible a la
doxycycline TET-On seraient des plus intéressantes. Le principe d’un systéme
d’induction TET-On est d’exprimer le geéne d’intérét seulement lorsque de la

doxycycline est administrée a la cellule/souris (Figure 5.11).

No Dox

Tet-On 3G
Transactivator

P

TRE3G
Promoter

Dox

Doxycycline

Transcription

Figure 5.11 Principe d’induction de I’expression d’un geéne d’intérét par le systéme
d’activation Tet-ON. (Tirée de Clontech.)
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L’avantage de ce systéme avec nos protéines d’intérét Par-4/cl.Par-4 est que
si celles-ci induisent |’apoptose ou ralentissent la croissance des cellules, elles
n’empécheront pas la croissance initiale de la tumeur, puisque les protéines ne seront pas
exprimées en absence de doxycycline, permettant de commencer les expérimentations
dans les mémes conditions et de mieux comparer leurs effets avec les xénogreffes

controle.

Tout comme la parasporine, il est critique de bien comprendre le mécanisme de

notre protéine d’intérét afin d’éventuellement pouvoir cibler celle-ci en clinique.

5.4 Conclusion générale

Dans tous nos travaux, l’objectif final et recherché de nos études est de
terminer 1’étape préclinique afin de pouvoir commencer des études cliniques pour de
nouveaux médicaments. Chacun des projets a obtenu des résultats prometteurs. Ils sont
présentement a différents stades de la recherche préclinique et permettront sans doute
un jour d’améliorer la qualit¢é des traitements administrés contre les cancers
gynécologiques. Il est donc d’un grand intérét pour la communauté scientifique et notre
équipe de laboratoire de poursuivre les recherches de ces différents projets abordés dans

cette thése.

Comme il a été précédemment introduit, le nombre de nouveaux cas de cancer est
en constante expansion, et ce, principalement en raison du vieillissement de la
population (Canadian Cancer Society’s Advisory Committee on Cancer Statistics 2015).
11 est donc impératif de poursuivre les recherches afin d’améliorer le taux de survie des
patients, plus particuliérement ici au niveau des cancers gynécologiques. Avec la
constante évolution des technologies modernes, le futur de la thérapie anticancéreuse
semble étre positif. En effet, ’existence de ces technologies permet, entre autres, d’avoir
accés a d’immenses banques de données en ligne, d’avoir la possibilité d’analyser le
génome d’un patient en quelques heures seulement ou d’utiliser des algorithmes via des

superordinateurs pour analyser des données qui normalement auraient pris plusieurs



224

années de recherche a un humain pour obtenir. Le partage des informations par I’internet
est aussi un des éléments qui permettra 1’accélération de découvertes, évitera de répéter

les mémes erreurs et permettra I’avancement des essais cliniques de thérapies ciblées.

En bref, le cancer est une maladie complexe qui nécessite encore de la recherche
afin d’étre parfaitement comprise. Nos recherches ont démontré que la thérapie ciblée a
un fort potentiel clinique, mais requiert encore de I’optimisation afin d’étre utilisée
efficacement. Tel qu’observé dans les essais cliniques, les monothérapies ciblées ne
suffisent pas a surmonter la progression tumorale et la résistance aux différents
traitements d’une forte population de tumeurs malgré les réponses parfois positives
observées chez certaines patientes. Malgré tout, la thérapie ciblée et le développement
des molécules s’améliorent et les progrés de la technologie et de la science permettent
ayjourd’hui un diagnostic plus précis des cancers. Une meilleure compréhension de la
génétique de la tumeur et de ses mécanismes permettra de se diriger vers une ére ou
chaque patiente sera diagnostiquée et traitée individuellement selon sa génétique et son
passé héréditaire. Ces thérapies personnalisées permettront d’augmenter la qualité de vie

de patientes atteintes de cancers gynécologiques.
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Article complet (anglais) : Chemoresistance and targeted therapies in ovarian
and endometrial cancers

Abstract

Gynecological cancers are known for being very aggressive at their advanced
stages. Indeed, the survival rate of both ovarian and endometrial cancers is very low
when diagnosed lately and the success rate of current chemotherapy regimens is not very
efficient. One of the main reasons for this low success rate is the acquired
chemoresistance of these cancers during their progression. The mechanisms responsible
for this acquired chemoresistance are numerous, including efflux pumps, repair
mechanisms, survival pathways (PI3K/AKT, MAPK, EGFR, mTOR, estrogen signaling)
and tumor suppressors (P53 and Par-4). To overcome these resistances, a new type of
therapy has emerged named targeted therapy. The principle of targeted therapy is
simple, taking advantage of changes acquired in malignant cancer cells (receptors,
proteins, mechanisms) by using compounds specifically targeting these, thus limiting
their action on healthy cells. Targeted therapies are emerging and many clinical trials
targeting these pathways, frequently involved in chemoresistance, have been tested
on gynecological cancers. Despite some targets being less efficient than expected as
mono-therapies, the combination of compounds seems to be the promising avenue.
For instance, we demonstrate using ChIP-seq analysis that estrogen downregulate tumor
suppressor Par-4 in hormone-dependent cells by directly binding to its DNA regulatory
elements and inhibiting estrogen signaling could reinstate Par-4 apoptosis-inducing
abilities. This review will focus on the chemoresistance mechanisms and the clinical
trials of targeted therapies associated with these, specifically for endometrial and ovarian

cancers.

Introduction

Gynecological cancers are pathologies developing in the women’s reproductive

organs, mainly located in the uterus and ovaries. Overall, these cancers accounts for
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more than 10% of cancer deaths and new cases among women, each year in North

America and Europe [1-6].

Ovarian cancer is hard to diagnose because of the almost total lack of symptoms
during the early development stages of the tumor. Considering that more than 75% of
the cases are detected at an advanced stage, ovarian cancer has a high mortality rate
being the gynecological cancer with the lowest average S5-year survival rate (46%)
(Figure 1A) [1-7]. An important fact to consider about ovarian cancer, as well as its low
survival rate, is the current treatments low efficiency; current treatments become
ineffective after a few cycles of administration, with a risk of recurrence estimated at

80-85% [4, 8].

Uterine cancer is the most frequent gynecological cancer and is frequently
diagnosed early leading to a better outcome for the patient [1-5, 9]. Most of the cancers
occurring in the uterus begin in the endometrium (> 95%) and this subtype is called
endometrial cancer [5]. Considering this fact, endometrial cancer will be mainly
discussed here. Although the prognosis of endometrial cancer is good, more than 25% of
patients are diagnosed at an advanced stage (Stage > 1) with an invasive primary tumor
and subsequently accompanied by metastases [10]. One considerable hurdle for these
patients diagnosed with an advanced/recurrent cancer, even though they are treated with

aggressive therapies, is that the survival rate is very low (< 20%) (Figure 1B) [5].

In the last decades, treatments for gynecological cancers have not much advanced
beyond the platinum-based chemotherapy when compared with many other types of
cancer; nor has the patient survival and cure rates increased much (Figure 1) [5, 6, 11,
12]. Reasons for the low survival outcome of gynecological cancers diagnosed
lately/recurrent are the resistance to chemotherapy acquired by cancer cells and the non-
selectivity of current treatments. This problematic lead to highly damageable side effects
for the patients, thus limiting the use of drugs and how they are administered. Because of
the inefficacy of the current chemotherapeutic regimens, more research and

improvement of the current treatments are required to overcome this challenge.
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Figure 1: Ovarian and endometrial cancers statistics.

A. Ovarian and B. endometrial cancers statistics for new cases, deaths and
5-year survival). Data for new cases and deaths are represented by the
number per 100 000 females (1975 to 2013), the 5-year survival rate (%)
is available for all diagnosed patients (1975-2008) in a table or
specifically sorted by tumor stage (2006-2012) in a histogram. The tumor
stage is a factor related the chemoresistance. Data were obtained from
seer.cancer.gov.

In this manuscript, we will review the current treatments, their limitations against
gynecological cancers and the molecular pathways responsible for the acquired
chemoresistance thus leading to the current use of targeted therapies in clinical trials to
increase the efficiency of treatments, which prevents recurrent cancers and increases

survival of women suffering from these types of cancers.
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Current treatments

Current treatments for both ovarian and endometrial cancers are known for being
very similar. Initially, surgery is conducted in order to remove the vast majority of the
tumor localized in its correspoﬁd'mg organ. Concerning advanced cancers, the remaining
mass following the initial surgery is a good prognostic for survival. If needed, further
treatments need to be administered to completely eliminate the tumor left and its distant
metastases depending on the stage of the cancer [5, 13-15].

Radiation and hormone therapies are two potential methods of elimination of the
remaining cancer cells, which can be used in both types of gynecological cancers.
These two types of treatment are rarely used for ovarian and endometrial cancers when

compared with breast tumors.

Concerning radiation, this method is rarely used as a treatment for ovarian cancer,
considering their frequently late diagnosis, but is instead used as an option for recurrent
cases, patients with high-risk of surgical mortality or those who cannot tolerate
chemotherapeutic compounds. In the case of endometrial cancer, radiation is more
frequently used considering the early diagnosis of the tumor; however, it is not as much

used for advanced stages cancers [5, 14, 15].

Concerning hormonal therapies, a majority still expresses the estrogen receptors
(mainly ERa) and progesterone receptor and those requiring hormones for growth can be
classified as hormone dependent. Interestingly, hormone therapy has been used mainly
to treat breast cancers and their effects are well known, but are sometimes prescribed
in gynecological cancers despite the variability of their response rates [16, 17].
Not unlike breast cancer, mostly in the late stages, gynecological cancers can have
mutations/inactivation leading to a loss of the expression of these hormone receptors or
not responding to hormonal signals, becoming hormone-independent, thus making
hormonal therapies ineffective [16, 18-21]. The different treatment administered for
hormone therapy in gynecological cancers still expressing the ER consists of progestin,

Luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) agonists and aromatase inhibitors
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[5, 14-17, 22-24]. The response rate of these types of treatment is moderate and they are
mainly used for endometrial cancers expressing the ER. Notably, the success rate of
hormonal therapy in gynecological cancers needs to be further investigated considering
that many factors (receptor status, cancer stage, chemoresistance status, heterogeneity of
the patients and drugs combination) can influence the efficiency of these treatments and

were not always considered when used as a treatment in past studies [16, 17].

Lastly, the most frequently used method to eliminate the remaining gynecological
cancer cells, widespread in the patient, is the chemotherapy approach. The principle of
this method is to use anti-cancer drugs which generally target cells undergoing rapid
division, a characteristic of cancer cells. The different chemotherapeutic drugs used for
gynecological cancer consist mainly of platinum compounds (cisplatin or carboplatin),
taxanes (paclitaxel or docetaxel) and doxorubicin [5, 10, 25]. Platinum compound
mechanism consists of damaging DNA by forming platinum-DNA adducts leading to
the inhibition of DNA replication and leading cells to apoptosis [26]. Taxanes
mechanism is different and instead target microtubule polymerization, inhibiting mitosis
and thus inducing apoptosis [27, 28]. Doxorubicin is an anthracycline compound which
intercalate DNA, inhibits topoisomerase-II by stabilizing its complex and generate free
radicals leading to cell death [29]. Some other chemotherapeutics drugs can also be
helpful and used in gynecological cancers including cyclophosphamide (an alkylating
agent), gemcitabine (a nucleoside analog), topotecan (a topoisomerase-I inhibitor) or
vinorelbine (an inhibitor of mitosis through interaction with tubulin). These agents are
mostly used in combination and the platinum-paclitaxel and platinum-doxorubicin
combos have been designated as first-line treatment for gynecological cancers [5, 10,
30]. The response rate of these combinations is very good, being around 70% for ovarian
cancer and 45% for endometrial cancer [5, 30]. However, a very frequent occurrence in
gynecological cancers is that most of the patients relapse and the arising tumor becomes
resistant to chemotherapeutic compounds, leading to a low survival rate [31, 32].
Overall, chemotherapy is a very efficient initial treatment but the recurrence of
gynecological cancers and their acquisition of chemoresistance is a huge hurdle to

overcome.
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Chemoresistance in gynecological cancers

Chemoresistance is presumably responsible for causing treatment failure and
mortality for more than 90% of patients with cancer of advanced stage [13, 33].
This major hurdle, having an impact on patient survival, can be acquired via diverse
modifications including the increase of efflux pumps to reject drugs and a decrease in
cell division limiting the effect of chemotherapeutic compounds targeting mitosis arrest.
At the molecular level, genes can be modified to influence the efficiency of repair
proteins and diverse survival pathways while decreasing the level of different tumor
suppressor. The following will discuss about the literature of known mechanisms of
chemoresistance exclusively in gynecological cancers. A better understanding of these
mechanisms will allow more efficient therapies to be administered to patients in the

clinic.

Efflux pumps

Overexpression of the multidrug-resistance gene MDRI1 is associated with
acquisition of chemoresistance, particularly against paclitaxel. This acquisition is
explained by the increased level of the efflux pump P-glycoprotein (Pgp), thus
eliminating more efficiently the presence of chemotherapeutic drugs in both endometrial
and ovarian cancers [34-37]. Resistance to platinum compounds has also been related to
increased levels of copper pumps [38-42]; indeed, it has been demonstrated that
cisplatin-resistant ovarian cancer cell lines have acquired, in part, their resistance via an
increased protein level of copper-transporting ATPases (ATP7A and ATP7B) [38, 42,
43]. In a patient-derived gene expression profile, ATP7B has also been associated as a
chemoresistance marker in ovarian carcinomas treated with cisplatin [39]. Concerning
endometrial cancer, copper-transporter ATP7B overexpression in endometrial carcinoma
is also related to cisplatin resistance and indicate an unfavorable outcome for patients

[40].
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DNA repair mechanisms

For a long time, mechanisms of DNA repair have been associated with

chemoresistance in ovarian cancers [44-47].

Nucleotide excision repair process (NER)

One known mechanism responsible for the repair of platinum DNA adducts in
ovarian cancer is the nucleotide excision repair process (NER) [48-51]. NER is a multi-
step process implicating various proteins to remove and replace a sequence of
nucleotides on a DNA strand. Enhanced NER is associated with increased resistance in
ovarian cancer. The protein ERCCI1, forming an endonuclease complex with XPF and
involved in the 5’ incision of DNA adducts, has been reported to be correlated in the
degree of sensitivity to platinum compounds in ovarian cancers [48-52]. XPF and XPG
proteins, involved in NER process, are also reported to have an impact on platinum
sensitivity of ovarian cancers [53]. On the contrary, very little association have been

drawn between endometrial cancer and NER.

Mismatch repair (MMR)

Another repair mechanism, mismatch repair (MMR), is also known to be
associated with chemoresistance mechanisms of ovarian cancers. The principle of MMR
is to recognize a mismatched or unmatched DNA base, repair and reassemble DNA
correctly [54]. When platinum compounds are administered, the MMR process is unable
to complete repairs of mismatched DNA, thus leading to apoptosis [55]. It is suggested
that a MMR deficiency in ovarian cancers, mainly due to the loss of the MLHI1 gene,
allows the cells to continue proliferating, even in presence of cisplatin or carboplatin,
thus enabling chemoresistance through the failure to enter apoptosis following exposure
to chemotherapy [56-61]. Conversely, other studies seems to report that there is no
significant association between MMR deficiency and resistance to platinum compounds
[62, 63]. They suggest that the limited quantity of samples studied and the presence of

other potential resistance mechanisms could explain the absence of a significant
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association with MMR and platinum resistance. Very little has been studied concerning
chemoresistance and MMR deficiency in endometrial cancers. Few studies report the
acquisition of chemoresistance associated with MMR via the use of HEC59 endometrial
cancer cell line [60, 64, 65]. Interestingly, endometrial cancer frequently has MMR
deficiency associated with microsatellite instability which could have an impact on the

efficiency of platinum compounds [66-69].

Homologous recombination (BRCAI1/2 genes)

BRCA1 and BRCA2 are a known genes involved in an error-free repair
mechanism via homologous recombination for double strand DNA breaks [70].
These genes are well known for increasing risks of breast as well as ovarian cancers
when mutated and transmitted through by heredity [71-75]. Interestingly, mutations on
BRCA1 and BRCA2 genes have also been associated with an increased risk of
endometrial cancer, but this relation was observed more frequently in association with
tamoxifen-treated women’s [76-78]. Downregulation of BRCA1 is frequent (> 72%) in
high-grade ovarian cancers [79, 80]. It was also observed with BRCA genes that they are
involved in response to various chemotherapeutic drugs and consequently associated to
chemoresistance [80]. Downregulation of BRCA1 in ovarian cancer provides sensitivity
to platinum compounds while providing resistance to taxane drugs [80-85].
BRCA2 has also been associated with sensitivity to platinum compounds when

mutated/downregulated in ovarian cancer [85, 86].

Survival pathways

Survival pathways play a major role in mechanisms of chemoresistance of

gynecological cancers.

PI3K/AKT pathway

The PI3K/AKT survival pathway is one major signaling cascade, which is

frequently mutated/hyperactivated at different levels in both ovarian and endometrial
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cancers [12, 87-91]. Using TCGA datasets, it is possible to observe that major
components of the PI3K/AKT pathway present a high frequency of alteration in
gynecological cancers (> 40% in ovaries; > 90% in the uterus) (Figure 2A) [92, 93].
These alterations of the PI3K pathway are involved in the tumorigenesis of
gynecological tumors but also their chemoresistance profile. PI3K is a kinase located
on the cellular membrane, stimulated by growth hormones and responsible for
phosphorylating PIP2 to PIP3. Once phosphorylated, PIP3 can activate downstream
targets of the PI3K pathway such as AKT and PDK1 kinases, thus activating various
downstream targets involved in protein synthesis and cell growth. PI3K and its subunits
(mainly PIK3CA) are known for being highly mutated and responsible for increasing
chemoresistance in ovarian cancer [94, 95]. Downstream of PI3K, AKT isoforms
(AKT1-2-3) have been reported to also increase the chemoresistance against platinum
drugs, taxane and doxorubicin, in both ovarian and endometrial cancers [95-104]. It has
been demonstrated that only AKT1 and AKT2 isoforms are responsible for the
acquisition of resistance against cisplatin and paclitaxel while all three isoforms of AKT
increase doxorubicin resistance in endometrial cancer cells [98]. Concerning ovarian
cancer, it has been demonstrated that AKT2 expression increase resistance to cisplatin
[105]. PTEN is a tumor suppressor lipid phosphatase acting negatively on the PI3K
pathway via its ability to dephosphorylate PIP3 to PIP2, thus controlling the activity of
PI3K downstream targets. A very interesting fact concerning PTEN is the high
percentage of alterations observed in endometrial cancers (> 65%), which is astonishing
when compared to other cancers types (Figure 2B) [92]. Observations have been made
concerning this protein, PTEN, and chemoresistance status of gynecological cancers.
Indeed, downregulation/inactivity of PTEN (frequently mutated in the endometrium)
leads to an increase of resistance against platinum compounds [91, 94, 106-110]. XIAP,
an inhibitor of apoptosis, is involved in PI3K/AKT pathway to protect cells by acting as
a promoter of AKT activity via its interaction with PTEN as an E3 ubiquitin ligase, thus
regulating negatively PTEN protein level and its cytosolic/nuclear localization [100,
111, 112]. XIAP is also involved in the chemoresistance against cisplatin (endometrial
and ovarian), taxane (ovarian) and doxorubicin (endometrial) for both cancers [97, 100,

113-118]. p53 is another well-known tumor suppressor involved in the development of
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resistance observed in relation to the PI3K/AKT pathway in gynecological cancers.
Indeed, it has been demonstrated that p53 inhibits PI3K activity, and consequently AKT,
by binding on one of PIK3CA gene promoters thus inhibiting its transcription in ovarian
cancer [119]. AKT can also, inversely, inhibit pS3 activation through MDM2 and
thus inhibit mitochondrial p53-dependent apoptosis [101, 102, 120]. Wild-type p53 is
involved in the chemoresistance attributed to PI3K/AKT and XIAP in ovarian cancer.
To overcome this resistance via the inhibition of PI3K pathway components, the
presence of wild-type p53 is required for an optimal sensitization of the cancer cells

[99, 101, 102, 118, 120].
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A. P13K pathway (PIK3CA;PIK3R1;PTEN;AKT1;AKT2;AKT3)
alterations in ovarian and uterine cancers (6 studies)
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ovarian and uterine cancers from 6 studies. B.-C. The histograms
representing the frequency of alterations for B. PTEN or C. p53 in various
cancer types from 126 studies. Only the first 30 studies are shown to first
simplify the figure, but also to indicate the importance of these alterations
in ovarian and uterine cancers. The studies shown in the histograms were
sorted from those with the highest to the lowest frequency of alterations
for the associated genes. Data were obtained using www.cbioportal.org
database.

MAPK pathway

Another survival pathway to consider in gynecological cancers is the MAPK
pathway. MAPK pathway consists of cascades of protein kinases, which can be
activated by various stimuli including growth factors or genotoxic stress. Following
stimulation, MAPK play a major role for cell growth, survival -and/or apoptosis.
An important aspect of the MAPK pathway is the fact that upstream of one cascade lies
the RAS oncogene, frequently deregulated in various cancers including those affecting
gynecological tissues [121]. The activation of the MAPK pathway is divided in various
cascades, the main ones being the ERK1/ERK2, JNK/SAPK and p-38 MAPK [121,
122]. RAS activates RAF, subsequently leading to the ERK1/ERK2 cascade, which is
stimulated mainly by mitogenic factors and is associated to cell division and survival.
Chemotherapeutic compounds can also stimulate and increase ERKI/ERK2
phosphorylation allowing them to play a role of balance in apoptosis and cell survival
[123, 124]. JNK and p-38 MAPK cascades are stimulated differently, via genotoxic
stress including chemotherapeutics compounds, and play roles in cell growth arrest,
inflammation and apoptosis [122, 123]. In ovarian cancer, decreased MAPK activity by
the JNK and p-38 cascades has been associated with platinum-resistant cancer models
[125, 126]. On the contrary, ERK1/ERK2 are associated to survival and cell growth and
their inhibition by the protein MKP3 sensitized ovarian cancer cells to cisplatin [127].
MAPK and PI3K pathways are interconnected and can influence each other [128].
In fact, the chemoresistance associated with AKT2 in ovarian cancer is related to the
inability of cisplatin to activate JNK and p-38 to induce apoptosis. Indeed, AKT?2 is
responsible for inhibiting ASK1 and its downstream targets including JNK and p-38

[105]. Concerning endometrial cancer, MAPK and chemoresistance, not much has been
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studied so far but we can hypothesize that the effect observed would be similar to those

reported in ovarian cancer models.

HER family

Another family of oncogenes to consider in gynecological cancers is the epidermal
growth factor receptors EGFR (HER-1) and ErbB2 (HER-2), which are known for being
cell-surface receptors tyrosine kinases being structurally similar. Indeed, EGFR and
ErbB2 are known for being overexpressed in advanced stages of both ovarian and
endometrial cancers and being markers of poor prognosis [129-136]. Both EGFR and
ErbB2 receptors can activate various signaling pathways, including both the PI3K and
MAPK (via RAS-RAF oncogenes) which provide survival signaling, cell growth to
tumors and contribute to the overall acquisition of chemoresistance in gynecological
cancers. Interestingly, it has been demonstrated that EGFR and ErbB2 overexpression,
in association with the activation of PI3K and MAPK signaling pathways, increase
resistance to cisplatin and paclitaxel in gynecological cancers [137-142]. It is worth
noting that the effect of EGFR and ErbB2 on chemoresistance and prognosis is
controversial in the literature. Some studies indicate no association with these

oncogenes, but it is overall still worth considering for cancer research.

Estrogen receptors

An important characteristic unique to gynecological cancers is the high presence
of estrogen and its corresponding receptors (ERa/B), thus promoting cell proliferation
and tumorigenesis [143]. Estrogen binds to its receptor, dimerize, allowing its
translocation from the cytoplasm to the nucleus, then bind on ERE (DNA Estrogen
Response Element) and act as a transcription factor [144, 145]. Estrogen can also act in a
non-genomic manner by binding with estrogen receptors, located on the plasma
membrane, which then interact with other receptors such as IGF-1R and ErbB2
[146, 147]. Estrogen can also directly bind on a G-coupled protein, the GPR30 receptor,

independently of the estrogen receptors [147]. These non-genomic interactions of
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estrogen induce activity for both the PI3K and MAPK pathways, pathways involved in
the chemoresistance of gynecological cancer [146, 147]. It appears important to note that
estrogen is strongly associated with chemoresistance mechanisms in both endometrial
and ovarian cancers [148-150]. It has been demonstrated in endometrial cancer cells that
estrogen can positively activate GRP78, thus preventing apoptosis and providing
chemoresistance to both paclitaxel and cisplatin [149]. Another study demonstrated that
estrogen can provide chemoresistance to paclitaxel treatment in ovarian cancer cells via
the phosphorylation of AKT-ASK1 complex [150]. The use of hormonal therapy is
much more prevalent in the context of breast cancer; consequently, more data is
available with this model. Results show that higher levels of ERa in breast cancer are
correlated with a chemoresistance status against cisplatin, paclitaxel and doxorubicin

[151].

Tumour suppressors

Up to now, survival pathways were discussed in relation to chemoresistance of
gynecological cancers, however, tumor suppressors also play an important role in these

mechanisms.

pS3

A largely studied tumor suppressor in all cancers is p53. Briefly, p53 is a tumor
suppressor protein who has various roles of protection against cancer including DNA
repair, cell growth arrest and apoptosis which gave this protein the nickname ‘‘guardian
of the genome’. p53 a tetramer tightly regulated by MDM2 and can be
stabilized/activated upon diverse stimuli including oncogene activation, DNA damage,
starvation or hypoxia. p53 can act as a transcription factor and is involved in the
regulation of many genes from different mechanisms to keep the cell in good condition
[152, 153]. Nonetheless, p53 is highly mutated in gynecological cancers (> 90% in
ovaries and 25-85% in the endometrium) being an important factor for tumorigenesis
and cancer initiation (Figure 2C) [92, 152, 154]. Also noteworthy, ovarian and
endometrial cancers frequently overexpress p53, WT or mutant [154-156]. Considering
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the importance of p53 apoptosis pathway, it appears clear that this protein is involved in
gynecological cancers response to chemotherapy. As previously stated, p53 is involved
in the chemoresistance associated to the PI3K pathway alteration in gynecological
cancers [99, 101, 102, 118-120]. Epithelial-mesenchymal transition (EMT), a process of
tumor invasion and metastasis, is related to the inhibition of p53-dependent apoptosis
mechanisms and involved in the resistance of ovarian cancer to paclitaxel and radiation
[157]. p53 alterations are also associated, via many different mechanisms, to the
resistance of platinum compounds in ovarian [158-165] and in endometrial cancers
[166, 167]. p53 inactivation is associated with an increase of the mitochondrial BCL-2,
an anti-apoptotic protein, and it has been demonstrated that upregulation of BCL-2 was
responsible for the acquired chemoresistance to platinum compounds in gynecological
cancers [168, 169]. Overall, p53 is easily the most widely studied tumor suppressor in

gynecological malignancies and its importance in these types of cancer is irrefutable.

Prostate apoptosis response-4 (Par-4)

Finally, an interesting tumor suppressor for therapies, and also related to
chemoresistance, has recently taken interest in the scientific community and is named
Prostate apoptosis response 4 (Par-4). Par-4 is a very interesting protein because of its
unique ability to induce apoptosis in a cancer-selective manner [170, 171]. Indeed, this
unique mechanism of selectivity has been demonstrated in various models and also
seemed to be involved in chemoresistance (including Tamoxifen, taxane and platinum
agents) and tumorigenesis mechanisms [172-176]. As previously described,
gynecological tissues are known for being hormone-dependent and, interestingly, it has
been demonstrated that estrogen can downregulate Par-4 and thus could be involved in
chemoresistance-associated mechanisms [177, 178]. A study demonstrated that Par-4
increase the apoptotic response to paclitaxel treatment in ovarian cancer cells [179].
Our laboratory recently published a manuscript indicating that the cleaved form of Par-4
was highly reduced/absent in chemoresistant gynecological cancers indicating a
potential venue for this protein to overcome this hurdle. This inhibition was post-

translational and regulated by the PI3K and MAPK pathways, previously described as
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being involved in chemoresistance mechanisms [178]. Except these studies, the role of
Par-4 on chemoresistance in gynecological cancer has received very little attention. We
do believe that further studies of this promising tumor suppressor would be a very

interesting avenue for gynecological cancer therapeutics.

A table summarizing the chemoresistance mechanisms discussed is available

(Table 1).

Table 1: Chemoresistance mechanisms in ovarian and endometrial cancers
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The table summarizes the mechanisms of chemoresistance observed in ovarian and
endometrial cancers. The different column indicates the mechanism and its regulation,
the tissues concerned, the drug resistance, additional comments as well as the
bibliographical references.

Targeted therapies to overcome chemoresistance

Considering current therapies are not sufficient to overcome advanced
gynecological cancers, new therapies are still being researched by the scientific
community. Targeted therapy is a new approach of treatment that uses compounds
which aim, in a specific manner, the cancer cells by attacking its oncogenic mechanisms.
These mechanisms are also often linked with their chemoresistance status, so targeting
these could sensitize cancer cells to standard chemotherapy. This section will discuss of
the current targets and their associated drugs currently under study, specifically in
gynecological cancers. A figure summarizing the previous mechanisms/pathways

involved in chemoresistance as well as the molecules targeting these is available to ease
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the reading (Figure 3). A table is also available to summarize the different clinical trials

discussed in this section (Supplementary Table 1).
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Figure 3:

Summary of the diverse mechanisms/pathways involved in
chemoresistance and their associated targeted treatments,

A. Schematic representing most of the mechanisms/pathways (P-gp,
MMR, PARP, aromatase, ER, EGFR, PI3K/AKT, MAPK, mTOR)
discussed and their associated therapeutics molecules. B. Schematic of
the p53 mechanisms discussed and the diverse targeted therapies
previously tested on ovarian and endometrial cancers. C. Schematic of the
Par-4 mechanisms and the targeted therapy approach suggested using
recombinant proteins (Par-4 or SAC domain only) on cancer cells.
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Targeting efflux pumps

The p-Glycoprotein, involved in chemoresistance mechanisms, is a target of
interest in cancers and some drugs have been tested under clinical trials, specifically on
gynecological tissues. First- (verapamil; cyclosporine) and second-generation (PSC833;
VX-710) have been developed but the results in clinical trials were disappointing
considering their low potency, the low specificity and the increase of toxicity when
combined with other chemotherapeutic drugs such as paclitaxel in ovarian cancer

patients [180-182].

Tariquidar (XR9576) is a third-generation Pgp inhibitor, showing increased
specificity and potency to inhibit the drug efflux mediated by Pgp. In contrast to second-
generation Pgp inhibitors, Tariquidar, combined with docetaxel, showed minimal
toxicity, less systemic pharmacokinetic interaction and was well tolerated by patients
(including ovarian and cervical cancers) [183]. Interestingly, both in vitro and in vivo
experiments indicated that Tariquidar can completely reverse the resistance of ovarian
cancer cells against doxorubicin and paclitaxel [184]. Ex vivo experiments using ovarian
tumors biopsies also demonstrated that combination of Tariquidar with either
doxorubicin or paclitaxel increased the efficiency of these standards chemotherapeutic
treatments by decreasing the chemoresistance status [185]. Further studies in clinical
trials are needed to determine if the effect observed on chemoresistance and increase of

efficiency is reproducible the toxicity of the compound on various types of cancer.

Targeting repair mechanisms
PARP inhibitors

As previously introduced, BRCA mutations are frequent and involved in the
chemoresistance mechanisms of gynecological cancers. One idea of therapy that has
been developed involves the protein poly-ADP ribose polymerase (PARP), responsible
for DNA repair of single strand break. The principle of this therapy is to inhibit PARP
and thus reduce the ability of the cell to repair single strand breaks; these accumulated
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breaks will eventually lead to double strand breaks during cell DNA replication.
Normal cells will be able to repair these double strand breaks, in part through
homologous recombination repair, however, BRCA-1/2 deficient cancer cells will not
and thus will undergo chromosomal instability and apoptosis. This is because the
BRCA-1/2 genes, when mutated, induces a defect in homologous recombination, and
pairing this with PARP inhibition allow synthetic lethality of cancer cells [186].
BRCA-1/2 deficiency is not required when using PARP inhibitors but they will be a lot
more efficient with patients bearing this mutation. Some inhibitors of PARP previously
used in clinical trials for gynecological cancers are the following: Olaparib, Veliparib,

Niraparib, Iniparib and Rucaparib.

Olaparib has been widely studied in ovarian cancer disease. Indeed, many phase II
trials have demonstrated an important improvement, using this PARP inhibitor as
monotherapy, on the progression-free survival (PFS) and good response rate for women
with advanced ovarian cancer [187-190]. The first study tested Olaparib on 33 patients
with advanced and recurrent ovarian cancer and 11 of these had an objective response
rate (the sum of partial responses (PR) and complete responses (CR); ORR) [187].
The second study was large scale with 265 platinum-sensitive relapsed patients
randomized in 2 groups (Olaparib versus placebo). The results obtained were significant
with a median progression-free survival of 8.4 months versus 4.8 months for the
Olaparib-treated versus placebo-treated patients respectively. Regardless of the BRCA
status, patients treated with Olaparib had a decreased risk of progression on the long
term [188]. Another trial tested Olaparib in 63 patients with advanced ovarian
carcinoma. The findings were very interesting: 7 of the 17 (41%) patients with
BCRA1/2 mutations had an ORR to Olaparib while 11 of the 46 (24%) patient without
mutations also had an ORR [189]. These results demonstrated that PARP inhibition
can also be efficient in absence of BRCA mutations and that other proteins might be
involved in the homologous recombination of cancer cells. A phase II trial also tested
Olaparib in 193 women with advanced platinum-resistant ovarian cancer and
60 obtained an ORR (31%) demonstrating again a clinical benefit similar to previous

trials with chemoresistant patients [190]. Further studies tested Olaparib in combination
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with chemotherapy in ovarian cancers. A phase I/Ib study tested Olaparib in
combination with carboplatin on 37 women with ovarian cancer and BRCA mutations.
Their findings were 1 CR and 15 PR, but also found out that FOXO3a expression, a
transcription factor negatively regulated by AKT and involved in the regulation of genes
in favor of apoptosis, may be predictive of the response to the treatment [191, 192].
Another phase II trial tested Olaparib in combination with both paclitaxel and
carboplatin in 162 women with recurrent and. platinum-sensitive ovarian cancer.
The progression-free survival was significantly improved in the combination group
(12.2 months) versus the chemotherapy alone (9.6 months). Very interestingly, only
41 of 107 measurable patients had BRCA mutations, demonstrating again, a clinical
benefit of PARP inhibitors on patients without BRCA mutations [193]. A phase II trial
tested Olaparib in combination with cediranib, an anti-angiogenic agent, in 90 patients
with recurrent platinum-sensitive ovarian cancer. Women treated with Olaparib alone
had a median progressive-free survival of 9 months while those who received the
combination had median of 17.7 months [194]. The combination of these drugs
(Olaparib and cediranib) improved the survival of patients greatly and studies further

testing this combination are currently going on.

The other clinical PARP inhibitors also underwent a limited number of clinical
trials in ovarian cancer. Veliparib was tested in a phase II trial as a single agent in
ovarian cancer patients with BRCA mutations either platinum-sensitive (20 patients) or
platinum-resistant (30 patients). The ORR of all patients was of 26% (2 CR and 11 PR)
and when compared with their platinum-sensitivity, the ORR was of 20% for the
resistant group versus 35% for the sensitive group [195]. A second study also tested
Veliparib in combination with cyclophosphamide, an alkylating agent, in a study group
of 72 women with BRCA mutated ovarian cancer. No significant results were obtained
from these experiments and the addition of Veliparib did not improve the response rate
nor the PFS [196]. Another PARP inhibitor selective for PARP-1 and PARP-2,
Niraparib, went under a phase I study (42 ovarian/peritoneal cancer patients) and the
preliminaries antitumor results were 8 PR and 2 SD among the 20 BRCA mutations
carrier patients while being 5 PR and 3 SD among the 22 WT BRCA patients.
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Platinum sensitivity of patients was also considered when analyzing the response rate.
No significant difference was observed in the CBR from BRCA mutation carrier
(50% for sensitive and 50% for resistant), however, CBR was twice lower in BRCA WT
platinum-resistant patients (67% for sensitive versus 32% for resistant) [197]. Iniparib,
an additional PARP inhibitor, had a very promising phase II trial involving 17 platinum-
sensitive patients with recurrent ovarian cancer and was used in combination with
carboplatin and gemcitabine, a nucleoside analog. The ORR of patients treated with
carboplatin and gemcitabine alone is normally around 47% but adding Iniparib to the
combination significantly increased the ORR to 71%. Additionally, the ORR did not
seem to be associated with the BRCA status of the patients [198]. Iniparib, combined
with paclitaxel and carboplatin, have also been tested in a group of 17 women with
advanced or recurrent uterine carcinosarcoma (displaying histological features from both
endometrium and the outer layer of the uterus). The results obtained were limited
considering that only 4 patients responded to the treatment [199]. Still, PARP1
overexpression is present in uterine carcinomas and studies with PARP inhibitors should

not be neglected because of the failure of Iniparib in those latter studies.

Finally, Rucaparib is another PARP1/2 inhibitor undergoing clinical studies in
ovarian cancer. Rucaparib have been initially tested in a pre-clinjcal.study with
39 ovarian cancer cell lines characterized for BCRA1/2, PTEN and their
chemosensitivity to platinum compounds. Responses to platinum chemotherapy was
associated with Rucaparib responses and combining the PARP inhibitor with topotecan,
carboplatin, doxorubicin, paclitaxel or gemcitabine provided additive or synergistic
effects resulting in increased apoptosis [200]. Phase I trial has been done using
Rucaparib and 29 patients with advanced solid tumors including ovarian/peritoneal
cancer (7 patients). Preliminary results were very interesting with 2 PR and 10 SD
among the various doses of Rucaparib tested. The most interesting part of this trial is the
efficiency observed in ovarian/peritoneal cancer patients, which account for half of the
response rates obtained and a CBR of 86% (1 PR and 5 SD) [201]. A phase II trial has
also been done testing Rucaparib in women with BRCA mutated advanced breast and

ovarian cancer. 22 of the 27 patients tested for oral Rucaparib were ovarian cancer
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patients but the ORR with the different doses administered was only 15%. However,
12 of the 13 patients who received continuously Rucaparib achieved either CR, PR or

SD for more than 12 weeks [202].

Even if BRCA mutations can also occur in endometrial cancers, they are sporadic
and not much have been tested concerning these mutations through the use of PARP
inhibitors. An aspect of endometrial cancers is their high mutation rates of PTEN
(Figure 2B), which also has a phosphatase-independent role in genomic stability and
homologous recombination [203]. Considering the repair role of PTEN for double strand
break, Olaparib have been tested in endometrial cancers with this protein of interest
(PTEN). Preclinical studies have been performed in endometrial cancer cells and one of
these demonstrated, using 16 cell lines, that the PARP inhibitor Olaparib was efficient
but not necessarily associated with the PTEN status of the cell line [204]. Another pre-
clinical trial, however, demonstrated both in vitro and in vivo that Olaparib was efficient
and the effect was related to the PTEN status of endometrial cancer cells [205].
A clinical case has also been done with Olaparib and a 58-year-old woman with
metastatic and recurrent endometrial cancer. After treatment with the PARP inhibitor
Olaparib, a significant reduction of brain metastases was observed as well as
improvement of tumor-associated symptoms. This clinical case report, after a biopsy,
also mention the absence of BRCA mutations but a loss of PTEN instead, thus indicating
that PTEN status should be considered for administration of PARP inhibitors against
gynecological cancers [206]. Considering these preliminary results, endometrial and
PARP inhibitors should be further studied.

An important aspect of PARP inhibitors is their low toxicity for patients, a very
desirable effect for cancer treatment and possible combination with other
chemotherapeutic compounds. In addition, the platinum sensitivity of the patients was a
good marker of efficiency when using different PARP inhibitors. Finally, patient who
did not have BRCA mutations also had a clinical benefit, indicating that other
biomarkers should be studied for PARP inhibitors efficiency, such as the protein PTEN

which also has a role in genomic stability and homologous recombination. Further trials
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are thus required for measuring the efficiency of PARP inhibitors, which currently look

like a very promising therapy to use in the context of advanced gynecological cancers.

Nucleotide excision repair (NER)

Nucleotide excision repair (NER) is also involved in the chemoresistance of
gynecological cancer and therapies targeting this mechanism are also emerging. ERCC1
is a potential target involved in this repair mechanism and involved in platinum
resistance. However no enzymatic activity related to this protein (ERCC1) is known,
making it hard to target. Though, novel small molecules have been developed targeting
the XPA-ERCC1 complex and thus reestablishing platinum sensitivity [207].

Mismatch repair (MMR)

Mismatch repair deficiency is known for being involved in cancer development as
well as chemoresistance, and some research is currently going on to target this
mechanism and provoke synthetic lethality, as previously discussed with PARP
inhibitors and BRCA genes. The principle of synthetic lethality is based on the loss of
two genes (one from the inhibitor and one from mutation) from the same pathway
leading to cancer cell death while normal cells only lose one of these (from the inhibitor)
and still survive. Potential targets have been identified to be targeted along with MMR
deﬁéiency: dihydrofolate reductase (DHFR), DNA polymerase B (POLB), DNA
polymerase y (POLy) and PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1), all causing
accumulation of oxidative DNA damage when inhibited and combined with MMR
deficiency (MSH1-2-6) [208-210]. However, synthetic lethality has not yet been tested
in patients with advanced ovarian tumors [211]. Hypermethylation of hMLH1 gene is in
part responsible for the MMR deficiency observed in ovarian cancer. Using Decitabine,
a demethylating agent, on chemoeresistant/MLH]1 silenced ovarian cancer xenografts, an
improvement of sensitivity to cisplatin, carboplatin, temozolomide (an alkylating agent),
and epirubicin (an anthracycline drug) was observed. Additionally, Decitabine also

permitted a re-expression of MLH1 in these ovarian cancer xenografts [212].
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Phase I trial has been done with Decitabine combined with carboplatin on 10 patients
with recurrent platinum-resistant ovarian cancers. Results were 1 CR and 3 SD for more
than 6 months. Noteworthy, HOXA11l and BRCA1 cancer associated genes were
demethylated after treatment [213]. The same group is pursuing in a phase II trial with
17 patients with recurrent platinum-resistant ovarian cancer. They found out that
Decitabine, followed by carboplatin treatment, allowed efficient demethylation of
RASSF1A, HOXA10, HOXA11 and MLH1, which correlated with the progression-free
survival of the patients (median of 10.2 months). The response rate obtained was of
35% and half of the patients were free of progression after 6 months [214]. The use of
demethylating agent should be considered as a possible treatment to overcome
chemoresistance in gynecological cancers presenting MMR deficiency and

hypermethylation of genes.

Targeting PI3K/AKT and MAPK

Considering the PI3K/AKT pathway is one of the main pathways involved in
tumorigenesis and being highly mutated in gynecological cancers, many drugs have
been developed to target various proteins of this pathway and to increase the efficiency
of anti-cancer treatment, partly via the loss of chemoresistance. First generation PI3K
inhibitors, such as Wortmannin and LY294002, were developed and mainly used in
promising pre-clinical studies to better understand this pathway and their implication in
therapies against gynecological cancer cells. One of these pre-clinical studies
demonstrated in vivo, using athymic mice bearing ovarian cancer cells, that
administration of Wortmannin efficiently sensitized the cancer cells to cisplatin
treatment [215]. Yet, because of their poor pharmacokinetics properties, a second
generation of inhibitors have been developed being more selective and sometime
isoform specific. Among these second-generation PI3K inhibitors, Buparlisib (BKM-
120), GDC-0941 and Pilaralisib (XL-147) are pan-class I PI3K inhibitors, which have

been tested in few trials for gynecological cancers.
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PI3K inhibitors

A previous study involving Buparlisib, in combination with Olaparib (PARP
inhibitor), administered in vivo in mice with BRCA-1 mutations demonstrated an
important synergy, which leads to a phase I trial with 34 women bearing high-grade
serous ovarian cancer or triple-negative breast cancer [216, 217]. Among the patients,
26 were known for having BRCA mutations, a biomarker of efficiency for PARP
inhibitors. All dose combinations allowed the observation of clinical benefits among the
patients being promising for further trials [217]. GDC-041 has been tested in two phases
I trial in patients with advanced solid tumors [218, 219]. The first trial was tested with
49 patients and minimal clinical results were observed with only two patients with a PR;
one of these was an endocervical tumor with mutations on PIK3CA. CA125 responses
were also observed in three patients with ovarian cancer including one with known high
PIK3CA gene copy number [218]. The second phase I trial with GDC-0941 had similar
results. Among the 42 patients tested, clinical activity was observed only on two
patients, including one with a PTEN negative ovarian cancer [219]. Pilaralisib has been
used in a phase II study in 67 patients with advanced or recurrent endometrial
carcinoma. The ORR was minimal and only two patients had CR and two other patients
had PR. No association was made between the molecular alterations of the PI3K
pathway (three of these patients had wild-type PTEN with PIK3R1 mutations, one had
PTEN mutation) and the clinical activity observed [220]. BYL719 is a PI3KCA isoform
specific inhibitor that has been tested in a phase I trial in 36 patients with diverse tumors
with PIK3CA mutations. Results were 7 PR (including one from cervical, one from

endometrium and one from the ovary) [221].

As introduced, PI3K inhibitors had a considerable success rate in preclinical
studies, however, the clinical studies of PI3K inhibitors presented in gynecological
cancer were not as successful. The PI3K network is vastly complex and ramified,
including feedback loops, alternates signaling cascades and crosstalk, all plausibly
explaining the observed ineffectiveness. Inhibition of the PI3K pathway is known for
also activating the MAPK pathway via crosstalk and dual inhibition with MAPK
inhibitors could be considerable. The opposite is also true: inhibiting the MAPK
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upregulates PI3K/AKT activity [178, 222, 223]. The PI3K inhibitor Buparlisib have
been tested in combination with the MEK inhibitor Trametinib in a phase Ib trial with
113 patients with advanced solid tumors, including ovarian cancer. Results among the
21 patients with ovarian cancer were 1 CR, 5 PR and 10 SD for an ORR of 29%.
Remarkably, Buparlisib was efficient almost exclusively in ovarian cancer, the
exception being a PR observed in a KRAS mutated non-small cell lung Cancer patient.
Also noteworthy was the fact that 19 ovarian cancer patients were KRAS mutated
demonstrating an efficient way to overcome this aggressive mutation [224].
The PIK3CA isoform inhibitor, BYL719, has been tested in combination with the MEK
inhibitor Binimetinib in 58 patients with advanced tumors and mutated with RAS or
BRAF. Four patients with ovarian cancer had KRAS mutation and 3 of these had a PR
with the combined treatment. A patient with endometrial cancer and a KRAS mutation
also had a PR. Overall, among all patients, 5 had PR and 18 had SD indicating an
interesting efficiency for advanced tumors, especially gynecological cancers [225].
This combination is of particular interest for patients with KRAS mutations considering
this mutation is often associated with an absence of response when using

PI3K/AKT/mTOR inhibitor alone in gynecological cancers [226].

The use of dual-inhibiting PI3K and mTOR is also considered because of the
intricate relationship between these complexes. Considering this fact, NVP-BEZ235 has
been developed as a molecule capable of inhibiting both PI3K and mTOR. Preclinical
studies have been performed in both gynecological cancers using this new inhibitor.
One of these demonstrated, via 18 ovarian cancer cell lines (cisplatin sensitive and
resistant models), sensitization to cisplatin and a correlation of the effect observed with
those bearing PI3K-activations mutations or PTEN deletions. They also used a
transgenic murine model of ovarian cancer (LSL-K-rasG12D/+PtenloxP/loxP) treated
with NVP-BEZ235 and observed a longer median of survival as well as apoptotic
activity [227]. Another study made similar experiments, but this time using
13 endometrial cancer cell lines (possessing at least one alteration of PTEN, PIK3CA or
KRAS) and xenografts in nude mice in vivo. NVP-BEZ235 was efficient to eliminate

cancer cells both in vitro and in vivo. Interestingly, cancer cells with PTEN mutations
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but without KRAS alterations demonstrated a higher sensitivity to NVP-BEZ235 than
those with KRAS alterations. Considering these observations, they added a MAPK
inhibitor, PD98059 or U0126, and successfully sensitized the K-RAS mutants to
NVP-BEZ235, again demonstrating the implication of MAPK in the efficiency of PI3K
inhibitors [228].

AKT inhibitors

AKT is a downstream target of PI3K and an important kinase involved in many
mechanisms. Considering PI3K is a kinase central to a large network, which entails all
the previously stated problematic; targeting AKT, downstream of PI3K, is thus an
interesting avenue. AKT specific inhibitors have been developed (MK-2206, Perifosine,
AZD5363 and GSK2141795) and pre-clinical trials looked promising [229-235].
Following these, few trials have been done in gynecological cancer patients. MK-2206,
an allosteric inhibitor of AKT, has been tested in a phase II trial in 36 women with
recurrent endometrial cancer. PIK3CA status was checked on patients; 9 were mutated
and 27 were wild-type. Each group only had one patient with a PR, indicating a limited
activity of this AKT inhibitor administered as a single agent and independently of the
PIK3CA status in endometrial cancer patients [236]. Phase I trial tested Perifosine,
another AKT inhibitor, combined with docetaxel in 21 taxane-resistant ovarian cancer
patients. One patient (PTEN mutant) had a PR, another patient (PIK3CA mutant) had a
SD and two other patients (no PI3K mutations) also had a SD. Noteworthy, patients with
KRAS mutations had a rapid progression indicating again a relation with this protein as
an indicator of inefficiency for PI3K/AKT inhibitors. Again, the efficiency of this AKT
inhibitor was limited and no direct correlation with mutations of the PI3K pathway was
made [237]. AZD5363, a novel and potent AKT inhibitor, have been through a phase I
trial with 92 patients bearing advanced tumors. Among these patients, only 2 obtained a
PR (one endometrioid cancer of the ovary and one cervical cancer with either PIK3CA
or AKT1 mutation) and one got a SD (endometrioid cancer of the ovary with PIK3CA
mutations) [238]. The results obtained showed that efficiency was, again, minimal.

GSK2141795, another AKT inhibitor, have been tested in a phase I trial in 12 patients
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with recurrent platinum-resistant ovarian cancer. 8 of the 12 patients had a SD while the
4 left had a progressive disease [239]. Another phase I trial tested GSK2141795, but
with a large group of 66 patients with advanced tumors. Among these, 12 were
endometrial cancer patients and only 2 had a SD (PIK3CA mutant and/or PTEN loss)
[240]. Similarly to PI3K inhibitors, GSK2141795 has been tested in combination with
GSK 1120212, a MEK1/2 inhibitor, in 13 patients with diverse tumors. 3 of the
13 patients had weak tumor regression (2 patients with ovarian cancer and 1 with
endometrial cancer). The results were limited here. The study was a dose-escalating
trials, which could have an impact on the efficiency observed [241]. Overall, AKT
inhibitors clinical activity was also limited when tested on human patients with

gynecological cancers in clinical trials.

~ To better estimate the expected results following chemotherapy regimens and
increase the low response rate previously observed when using PI3K/AKT/mTOR
inhibitors, biomarkers are a very interesting option. A study including 140 patients
(breast, cervical, endometrial, and ovarian cancers) from phase I program treated with
PI3K/AKT/mTOR inhibitors, measured different potential biomarkers (PIK3CA, KRAS,
NRAS, and BRAF) to see if a correlation was possible with the response rate of patients.
PIK3CA mutations were detected in 25 patients and their response rate to
PI3K/AKT/mTOR inhibitors was significantly higher (30%) when compared with
patients without the mutation (10%) [242]. The PI3K network is large and additional
combinations of inhibitors would be necessary to overcome the inefficiency observed.
As suggested by previous studies, KRAS mutations seemed to be a good indicator of
resistance to PI3K inhibitors and combination with MAPK inhibitors seemed to be one
of the attractive avenues to overcome absence of response. Another interesting avenue
could be the use of PARP inhibitors. PI3K inhibition has been associated with the loss of
homologous recombination and the addition of a PARP inhibitor could provide synthetic
lethality selectively to cancer cells [243]. Indeed, as previously stated, PTEN has a role
in homologous recombination and its status is considerable for using PARP inhibitors
[203]. All things considered, to overcome the limited benefit of PI3K/AKT/mTOR

inhibitors, a better understanding of the patient’s mutation status combined with another
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inhibitor to prevent resistance to treatment would be an appealing avenue to increase the

success rate of this targeted therapy.

Targeting mTor

Mammalian target of rapamycin (mTOR) is the catalytic subunit of two distinct
complexes, mMTORC1 and mTORC2. Both complexes associate with different proteins,
thus regulating different substrates and play crucially important roles in protein
synthesis, growth and survival. Interestingly, mTORC] is sensitive to rapamycin while
mTORC?2 is not. It should be noted that mTOR lies downstream of the PI3K-AKT
signaling cascade, a pathway frequently mutated in gynecological cancers and of
paramount importance in the control of cell fate [244]. As such, it is a prime target for

drug targeting and requires, in our opinion, further investigations.

Temsirolimus, a water-soluble derivative of rapamycin, is a specific mTOR
inhibitor which blocks protein synthesis related to survival and tumor growth of cancer
cells. Temsirolimus only target mTOR activity in the mTORC1 complex. A phase II trial
was done with temsirolimus on 54 patients with recurrent ovarian cancer.
Results obtained were modest with 9 patients having a PR [245]. Another study tested
temsirolimus on 5 chemoresistant patients with clear cell carcinoma of the ovary. Of the
5 patients, 1 had a PR and another 1 had a stable disease (SD) [246]. Temsirolimus have
been tested in combination with bevacizumab, an anti-angiogenesis compound under
trial, enrolled with 31 women with recurrent ovarian cancer (17 chemosensitives versus
14 chemoresistants). Of the 25 patients evaluable, 3 obtained a PR and 9 had a SD.
Interestingly, the 3 PR were from the platinum-resistant group, a desirable effect on
advanced and recurrent cancer therapy [247]. Overall, temsirolimus showed only a
modest activity on chemoresistant women with ovarian cancer. Concerning endometrial
cancer, clinical studies have also been performed. A phase II trial tested temsirolimus
alone or in combination with hormonal therapies (a progestin and tamoxifen) on patients
with advanced/recurrent endometrial cancer. This study was focused on the fact that the

mTOR pathway could be involved in the resistance to hormonal therapy in endometrial
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cancers. Temsirolimus alone was tested with 50 patients divided in two groups, 29 with
prior chemotherapy and 21 without prior chemotherapy. The response rate was similar
between these two groups with an ORR of 22% (24% ORR prior chemotherapy;
19% ORR without prior chemotherapy). This study also concluded that combining
megestrol acetate (a steroidal progestin), tamoxifen and temsirolimus did not improve
the treatment efficiency and was associated with an increased toxicity [248]. Another
phase II trial tested temsirolimus alone in 54 recurrent and metastatic endometrial cancer
patients. This study also considered if the patient had previously received chemotherapy,
which were distributed in two distinct groups. Of the 29 chemo-naive patients, 4 had a
PR and 20 a SD. From the 25 chemo-treated patients, 1 had a PR and 12 a SD.
The single agent activity was higher in chemo-naive patients and demonstrated a
beneficial effect to arrest cancer progression in both groups. They also checked if PTEN
status, related to the regulation of mTOR pathway, was associated with the response rate
of temsirolimus and found no association. Therefore, they concluded temsirolimus
response was PTEN-independent [249]. Two other phase II trials tested temsirolimus in
combination with bevacizumab, an angiogenesis inhibitor, in recurrent endometrial
cancers patients. One study had 26 patients and obtained 5 PR and 12 were progression
free at 6 months [250]. The second study had 49 patients and obtained 1 CR, 11 PR and
23 were progression free at 6 months [251]. Overall, these studies demonstrated a certain
efficiency against recurrent endometrial cancer but also a considerable toxicity when

combining both these compounds.

Everolimus (RAD-001) is another mTOR inhibitor with a mechanism similar
to rapamycin and selective to mTORC1. A pre-clinical study has been done using
58 transgenic mice with bilateral ovarian serous adenocarcinomas developed
accompanied by ascites and peritoneal dissemination. Treating these mice with
everolimus alone reduced tumor burden by 84% and ascites and peritoneal dissemination
were detected in only 21% of the treated mice versus 74% in the placebo-treated animals
[252]. They also tested everolimus alone and in combination with cisplatin against
ovarian cancer both in vitro and in vivo. Using ovarian cancer cell lines, they found out

that everolimus was efficient for inhibiting cell proliferation and when combined with
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cisplatin, enhanced apoptosis. They also observed similar findings in vivo using
xenografts models (inhibition of tumor growth, decrease of ascites and increased
treatment efficiency when combined with cisplatin). Noteworthy, everolimus was
efficient only in cells with high AKT/mTOR activity [253]. These pre-clinical findings
were promising for the treatment of ovarian cancers. In endometrial cancer, phase II
trials have been done using everolimus. One of these, tested everolimus in patients with
recurrent endometrial cancer that have previously received chemotherapy.
After treatment, 6 of the 28 patients had a SD, thus a clinical benefit rate of 22% (CBR;
sum of CR, PR and SD) [254]. They also performed another phase II trial testing
everolimus in combination with letrozole, an aromatase inhibitor, with 35 patients with
advanced endometrial cancer. Using hormonal therapy in combination with everolimus
increased the CBR, as well as the addition of CR and PR to the results, to 40%
indicating a high benefit, considerable for therapy [255]. Another phase II trial tested
everolimus alone in 44 patients with advanced endometrial cancer (2/3 previously
received chemotherapy). After 3 months, 36% had a non-progressive disease and after

6 months, 4 patients had a PR [256].

Considering the high level of PTEN mutations in endometrial cancer, many trials
tested mTOR inhibitors in this tissue. Results obtained were overall interesting but the
combination of an mTOR inhibitor with another drug/compound such as an aromatase
inhibitor provided very interesting results and will be necessary for optimal therapies.
It is also worth noting that these two compounds inhibiting mTOR (temsirolimus and
everolimus) tested in clinics only inhibit the mTORC1 complex. The mTORC?2 complex
is involved in the phosphorylation of the AKT protein at S473 leading to a full activation
of this important kinase from the PI3K/AKT pathway, playing an important role in
survival and proliferation [257, 258]. Another important fact concerning mTORC2
complex is that it can also subsequently activate the MAPK survival pathway [258].
An alternative pathway, insensitive to classical mTORCI] inhibition, is thus present and

requires further attention to increase the efficiency of treatments.
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Targeting EGFR

Considering the high level of mutation/overexpression of EGFR in gynecological
cancers, some therapeutics compounds targeting this family of oncogene have been

tested in gynecological cancers.

Low molecular weight tyrosine kinase inhibitors Gefitinib (ZD-1839) and
Erlotinib (OSI-774) have been developed to inhibit EGFR activity and prevent tumor
growth. Gefitinib alone was administered in a phase II trial in 26 women with advanced
endometrial cancer and the results obtained were four patients with a PFS of more than
6 months, one had a CR and 7 had a SD [259]. In ovarian cancer, phase II trials also
tested gefitinib as a single agent. The results indicated that the inhibitor was able to
decrease EGFR and p-EGFR protein levels but had minimal clinical benefits observed
when using the agent alone [260, 261]. A phase II study decided to assess Gefitinib
effectiveness in combination with tamoxifen with 56 women with ovarian cancer
resistant to platinum and taxane therapies. The results were not conclusive because of
the inefficacy of the treatment against the resistant cancers; no additional side effects
were observed when combining tamoxifen with Gefitinib [262]. A phase II trial assessed
the efficacy of Gefitinib in combination with paclitaxel and carboplatin for both
platinum-sensitive and platinum-resistant ovarian, tubal or peritoneal adenocarcinoma
patients (total of 68 patients). The results obtained were interesting considering the ORR
of 19.2% and 61.9% and the CBR was of 69.2% and 81.0% for resistant and sensitive
groups respectively [263]. Phase III trial combined Gefitinib with oxaliplatin and
vinorelbine (an inhibitor of microtubule assembly) in 33 women with advanced ovarian
cancer were divided between platinum-sensitive and resistant groups. The ORR was of
23.8% (3 CR and 2 PR) and 90% (4 CR and 5 PR) in the resistant and sensitive groups
respectively [264]. These results show that Gefitinib present high effectiveness only
when combined with chemotherapeutic compounds, particularly in chemosensitive

cancers.

A phase II trial tested Erlotinib, as a single agent, in 32 women affected by
advanced endometrial cancer and the results obtained were 4 PR and 15 SD [265].



297

Another phase II trial tested Erlotinib as a single agent, but this time in 34 women
attained with advanced ovarian cancer. The results were 2 PR and 14 SD, similar to the
results observed with endometrial cancers [266]. A phase IB trial tested Erlotinib
combined with both carboplatin and docetaxel in 23 women with chemo-naive ovarian
cancer. Results obtained were 5 CR and 7 PR giving an ORR of 52% [267]. A phase II
study combined Erlotinib with carboplatin for 50 women with advanced ovarian cancer.
Results were an ORR 7% (1 PR) for the resistant group versus 57% (14 PR) for the
sensitive group [268]. Again, this indicates a good clinical efficiency when combined

with chemotherapy but most particularly for chemosensitive patients.

Monoclonal antibodies against EGFR have also been developed, Cetuximab (IMC-
C225; Erbitux) and matuzumab (EMD-72000). A phase II trial tested matuzumab, as a
single agent, in ovarian cancer for 37 patients who previously received platinum
treatment and became chemoresistant, demonstrated that the treatment was well
tolerated but only led to 7 SD indicating that the clinical activity was limited [269].
Similar results were observed in a phase II trial of cetuximab as monotherapy in ovarian
cancer patients with recurrent diseases [270]. Cetuximab combined with carboplatin and
paclitaxel have been tested in another phase II trial for 40 women as an initial therapy
for advanced ovarian cancer. The therapy was well tolerated, however, the results
obtained were not beneficial (no increase of the progression-free survival (PFS) of the
patients) [271]. Another phase II trial tested cetuximab combined with carboplatin in
28 patients with platinum sensitive ovarian cancers. Following treatments, 9 patients had
an ORR and 8 SD indicating a certain clinical activity of the monoclonal antibody while
not being optimal for therapy [272]. The effect of cetuximab seems to be reproducible in
endometrial cancer and a pre-clinical study demonstrated that the monoclonal antibody
was able to inhibit cell growth and invasion in endometrial Hec-1a cells in vitro while

being able to inhibit tumor growth, lymph nodes and lung metastasis in vivo [273].

Interestingly, these trials demonstrated that inhibiting EGFR in gynecological
cancers is well tolerated but the efficiency is low when used alone, thus necessitating a

combination with another chemotherapeutic drug. The combination of EGFR inhibitors
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with another drug was effective in chemosensitive patients while being less effective in

chemoresistant patients.

Targeting the estrogen signaling pathway

Two types of treatments have been developed to target the estrogen signaling

pathway, aromatase inhibitors and estrogen receptor antagonists.

Aromatase inhibitors

Anastrozole is a potent non-steroidal aromatase inhibitor that had one phase II trial
in 23 recurrent endometrial cancer patients. The results were minimal with only 2 PR
and 2 SD [274]. A phase II trial was performed using Anastrazole as a single agent in
53 asymptomatic recurrent/persistent ovarian (43), peritoneal (7) and fallopian tube (3)
cancer patients. Results were 1 patient with a PR and 68% of these with a SD
(42% > 90 days; 15% > 180 days; 7% > 270 days; 4% > 360 days) [275]. The same
research group also performed a phase II trial using both Anastrozole and EGFR
inhibitor Gefitinib in 35 patients with asymptomatic recurrent/persistent ovarian (30),
peritoneal (4) and fallopian tube (1) cancers. 23 patients were evaluable and results were

1 CR and 14 SD, thus having only modest activity [276].

Letrozole is another aromatase inhibitor under study. In a group of 28 patients with
recurrent endometrial cancer, but never treated with chemotherapy previously, letrozole
was studied as a single agent in a phase II trial. Results obtained were 1 CR, 2 PR and
11 SD indicating a modest antitumoral activity. Interestingly, different markers
including the hormone receptors were screened but were not correlated with response to
letrozole [277]. Another phase II study tested letrozole in combination with the clinical
mTor inhibitor everolimus in 35 women with advanced recurrent endometrial cancer.
The results were very interesting with 11 CR, 2 PR and 1 SD [255]. Their previous study
using everolimus alone had a CBR of 21% and only SD [254]. The addition of letrozole
increased the CBR to 40%, as well as the addition of CR and PR, indicating a benefit
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when adding this aromatase inhibitor [255]. Letrozole was also tested in 50 ovarian
cancer patients in a phase II trial. No CR or PR was attained with tumors and only
10 patients had a SD. Noteworthy, they observed a correlation between the response to
letrozole and high estrogen receptor level [278]. Another phase II study tested letrozole
in 21 women with recurrent ovarian cancer. Following treatment, the results were 1 CR,
2 PR and 4 SD, again indicating a modest antitumoral activity. No association was found
between hormone receptors and response to letrozole [279]. Another study preselected
33 patients with ovarian cancer, all with the presence of estrogen receptors, and tested
letrozole in a phase II trial. Results obtained were 3 PR and 14 SD, indicating that a
pre-selection of patients can increase the efficiency of letrozole a little to arrest the
progression of the cancer [280]. Finally, a phase II trial tested letrozole, but this time
with 31 patients with ovarian cancer both resistant to platinum and taxane therapies.
Notably, all patients were positive for estrogen receptors, however, none had a CR, one
had a PR and 7 had a SD. These results indicate that chemoresistance has an impact on
aromatase inhibitors, especially letrozole here, and their efficiency to stabilize tumor

progression [281].

Exemestane is a novel aromatase inhibitor and one trial tested this compound in
refractory ovarian cancer patients who previously received platinum and taxane
therapies. No CR or PR was obtained with the 24 patients, however, 8 had a
SD > 14 weeks [282]. Noteworthy, exemestane had an important effect on the tumor

progression as previously observed with other aromatase inhibitors.

Estrogen receptor antagonists

Fulvestrant (Faslodex), is a novel estrogen receptor (ER) antagonist providing
increased proteasomal degradation of its target. A phase II trial tested this compound in
advanced endometrial cancer with 31 patients (estrogen receptor positive) and
22 patients (estrogen'receptor negative). No patients demonstrated a CR or PR in the
absence of estrogen receptor while 1 CR and 4 PR was observed in patients expressing

the estrogen receptor. The disease was stable in 4 patients in the ER-negative group
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versus 9 in the ER-positive one. Fulvestrant antitumoral activity was absent without the
presence of ER and minimal when the target (ER) was present; however the antagonist
was efficient for stabilizing tumor growth [283]. Concerning ovarian cancer, a phase II
was performed using fulvestrant in 26 women with advanced disease. The results
obtained were similar to the ones obtained with endometrial cancer, 1 CR, 1 PR and
9 SD indicating a weak antitumoral activity with great stabilization of tumor growth
[284]. The same research group measured the estrogen receptor protein level with tissue
microarray (TMA) and correlated the expression measured, positively, with the clinical
benefit previously observed [285]. Overall, Fulvestrant is also efficient for stabilizing
tumor growth but modest for decreasing tumor size when administered alone.

Arzoxifene is another estrogen receptor antagonist tested for both the mammary
and uterine tissues. An interesting aspect of arzoxifene is the lack of uterotrophic effect,
a considerable feature for its use in endometrial cancers as compared to tamoxifen.
Indeed, phase II trials have been done in patients with advanced or recurrent endometrial
cancers and the results were promising. Two of these trials were done with 100 patients
from two multi-institutional studies and results obtained were a low toxicity with an
ORR of 25% and 31% respectively [286]. Another trial specifically selected 29 patients
with advanced endometrial cancer expressing ER and/or progesterone receptor and not
previously treated with chemotherapy. Results obtained were a low toxicity, 1 CR and

8 PR (ORR = 31%) with a median duration of response greater than 13 months [287].

Toremifene is an antiestrogen that had a study using ovarian cancer cell lines in
vitro and patients with ovarian and uterine cancers in vivo. Results in vitro demonstrated
that toremifene was able to increase significantly the efficiency of doxorubicin on
ovarian cancer cell lines; some were initially resistant to doxorubicin. On the 8 patients
tested, 3 had PR, 3 had SD but 2 also had a tumor progression [288]. This study is thus

promising for the further clinical trials tested with gynecological cancers.

The minimal effect observed in these diverse trials can be partly due to the

non-selectivity of patients considering the frequent loss of estrogen receptors in
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recurrent gynecological cancers. However, the antitumoral effect of these agents seemed
minimal but they were able to efficiently stabilize the disease. A combination of a
compound from this family targeting the estrogen signaling pathway with a
chemotherapeutic drug could increase the efficiency of the treatment. A combination
with two targeted pathways could also be an interesting avenue. This was demonstrated
in the promising study combining Letrozole with an mTOR inhibitor, which provided
astonishing results [289]. Our laboratory previously studied a new chemotherapeutic
compound called VP-128, which contained both a steroid portion (E2) and a toxic
portion (platinum). Preclinical studies shown that this combination targeting the estrogen
receptor was promising and efficient in ovarian cancer. Both in vitro and in vivo studies
demonstrated a significant antitumoral effect against selected tumors expressing the
estrogen receptor alpha. The effect was only modest in tumors without the estrogen
receptor, similarly to the clinical results observed in trials [290]. Considering these
observations, we suggest that screening patients before using therapeutic compounds
targeting the estrogen signaling pathway seems to be of paramount importance to insure

the combination therapy potency against endometrial and ovarian cancers.

Targeting p53

Another important tumor suppressor involved in chemoresistance mechanisms to
consider is p53. Many therapeutic avenues have been studied concerning p53. Another
aspect to consider is the high amount of gynecological cancers overexpressing p53,
making this protein an interesting target for therapy [154-156]. However, because of its
multiple mechanisms and mutations, high levels of effectiveness are hard to achieve.
In gynecological cancers, few trials have been made to test the efficiency of p53

targeting, a protein highly altered in these cancers (Figure 2C).

Gene therapy has been tested with the p53 gene via diverse techniques to re-
express the functional p53 protein and regain its functions to eliminate tumor cells.
pS53-SLP is a synthetic peptide-vaccine containing a peptide derived from the middle

portion of the p53 protein. The goal of this vaccine is to stimulate the immune system, a
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known function of p53, to mount a cytotoxic response against tumor cells
overexpressing pS53. This vaccine (p53-SLP) was tested in a phase II trial with
20 patients with ovarian cancer. Results obtained were 2 SD and 18 patients had a
progression of the tumor. Beside the weak clinical benefit, they confirmed that the
vaccine was well tolerated and stimulated T-cell responses in patients which was the
primary objective of this vaccine [291]. p5S3-SLP was also tested in a phase II trial with
10 patients with recurrent ovarian cancer, pre-treated with low-dose cyclophosphamide
to improve the immunogenicity of the vaccine. They observed a higher number of
IFN-y-producing T cells when compared to their previous study testing p5S3-SLP alone.
However, the clinical results were again minimal with 2 SD and 8 progressive disease
[292]. They also tested p5S3-SLP on 20 patients with advanced ovarian cancer, which
also had a secondary chemotherapy following vaccine treatment. The administration of
p53-SLP before chemotherapy allowed 2 SD only. Following analyses indicated that the
administration of pS3-SLP did not enhance the efficiency of chemotherapy treatments,
thus was not able to overcome the chemoresistance of advanced ovarian cancer patients
[293]. SCH-58500 is another therapy consisting of a genetically engineered adenovirus,
unable to replicate and containing the wild-type gene p53. Phase III trial have been
performed using SCH-58500 combined with platinum-based therapy with 24 patients
diagnosed with recurrent ovarian cancer. Results obtained were satisfying considering
the success to efficiently re-express p53 in tumors and a decrease higher than
50% CA125 (8/16 of the evaluable patients), an ovarian tumor marker, observed when
combining both SCH-58500 with platinum compounds [294]. On the long term, they
also observed that patients who only received a single dose of SCH-58500 had a median
survival of 5 months versus 13 months for those who received multiple doses of
SCH-58500 [295]. Overall, the trial of SCH-58500 in combination with platinum
compounds tested on recurrent ovarian cancers was promising and more successful than

the use of peptides-based approach.

Another promising compound, ONYX-015, is an oncolytic adenovirus that
replicates selectively in cancer cells with malfunctioning p53, followed by lysis to

eliminate tumors. Indeed, the replication and cytopathogenicity of this adenovirus is
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blocked by WT-p53 and thus only replicate in mutant pS3 tumors [296]. If p53 is
responsible for the chemoresistance of cancer cells, these would be eliminated leaving
sensitive cells only to be treated with standard chemotherapy. Phase I trial tested
ONYX-015 as monotherapy on patients with recurrent ovarian cancer but observed no
clinical effect when used alone [297]. No more trials of ONYX-015 have been
performed in gynecological cancer but the compound is still promising and has been
tested in combination with chemotherapy in other tissues (head, neck and
gastrointestinal with metastases) giving excellent results with complete responses and

being responsive against chemoresistant patients [298, 299].

MK-1775 is a small molecule inhibitor targeting WEEI1, a kinase responsible for
inactivating CDC2/Cyclin B complex, involved in the G2 checkpoint for DNA damage.
Most cell type presenting mutant-pS3 lack the G1 checkpoint for DNA damage.
Thus, inactivating the second checkpoint (G2) with a WEEI inhibitor can sensitize to
chemotherapeutic treatments in gynecological cancers [300]. Some trials have been
performed using this new inhibitor in combination with chemotherapy in ovarian cancer.
Phase I trial combining MK-1775 with carboplatin and paclitaxel with 14 patients
sensitive to platinum therapy obtained 11 PR and 3 SD; 7 of these were evaluable by
CA125 with 3 CR and 4 PR [301]. A similar trial has been done in a phase II trial with
MK-1775 combined with carboplatin and paclitaxel and was tested on 121 women with
platinum sensitive ovarian cancer (59 received carboplatin/paclitaxel + MK-1775 while
62 only received carboplatin/paclitaxel). Progression-free survival was greater with the
addition of MK-1775 when compared with carboplatin/paclitaxel only group.
The overall response rate was of 81% for the group who received the combination of
carboplatin/paclitaxel including MK-1775 versus an ORR of 74% for patients who
received only carboplatin/paclitaxel, indicating an increase of efficiency for treatment
via the inhibition of WEE1 [302]. Another phase II study tested MK-1775 in
combination with carboplatin on 22 patients with recurrent and platinum resistant
ovarian cancer. Following treatments, 6 patients had a PR and 9 had a SD.
The progression-free survival median was 11 months. Considering that patients were

platinum-resistant, results were still interesting [303]. A similar phase II study is



304

currently undergoing and testing MK-1775 in combination with gemcitabine also in
recurrent and platinum-resistant ovarian cancer patients [304]. MK-1775 is relatively
new and seems promising for the treatment of pS3-mutated ovarian cancers. Trials in
endometrial cancers could also be of interest considering the high alteration rate of p53

in this tissue.

APR-246 is a small molecule with the ability to restore mutant p53 to its wild-type
conformation, allowing the activation apoptotic mechanisms to eliminate cancer cells.
Preclinical studies have demonstrated a high synergetic effect of the molecule in
combination with platinum compounds in ovarian cancer models both in vitro and
in vivo. These studies also demonstrated that the addition of APR-246 in combination
with standard chemotherapy was able to sensitize ovarian cancer cells and overcome
chemoresistance to cisplatin and doxorubicin [305, 306]. A Phase I/l trial is currently
undergoing in 160 ovarian cancer patients treated with APR-246 combined with
carboplatin and doxorubicin and preliminary results still show positive and similar
effects to those observed in pre-clinical trials [307]. In general, p53 targeted therapy is
still actively studied and impressive with the diversity of bioengineered compounds
targeting this protein. The number of clinical trials studying therapies targeting p53 is

limited in gynecological cancers but look promising.

Targeting Par-4

Par-4 is a promising candidate for future clinical trials because of its unique ability
to induce apoptosis only and selectively in cancer cells. Using tumor suppressors is an
alternative for cancer treatment via the use of recombinant proteins or gene therapy to
express the gene as previously done with p53. Concerning Par-4, very little experimental
data is available concerning therapeutic applications. However, a few in vivo
experiments are convincing for future clinical studies and development of treatments.
A study has demonstrated that the delivery of Par-4 plasmid via nanoliposomes to
tumors in nude mice increased the efficiency of Fluorouracil, a thymidylate synthase

inhibitor, in cancer [308]. Considering that Par-4 can activate apoptotic mechanisms via
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paracrine signaling, recombinant Par-4 has been studied. The effects observed using a
recombinant variant of either Par-4 or its SAC (Selective for Apoptosis in Cancer cells)
domain was successful in inducing apoptosis in cancer cells in vitro [309]. Another team
produced recombinant SAC domain of Par-4 derived from plants, in the optic of
large-scale production, which also kept its pro-apoptotic capabilities [310]. Considering
the SAC domain is sufficient for apoptosis and selective for cancer cells, future

compounds or treatments could be designed based on its structure for targeted therapy.

Another option to consider concerning Par-4 targeted therapy is to combine with
hormonal therapy. In prostate cancer, a study showed that Par-4 was efficient for
inducing apoptosis only in hormone-independent cancer cells, indicating a role for
hormone and Par-4 negative regulation [170, 311]. A study, involving 126 patients
treated with neoadjuvant chemotherapy, assessed the expression of different genes to
observe correlations between these and the outcome of the treatment. Results obtained
were very interesting. Par-4 mRNA was upregulated following chemotherapy and Par-4
had a significant impact on prognostic, dependent of the ER status. Indeed, Par-4 level
was predictive of a good outcome in ER- patients and the opposite was observed in ER+
patients indicating an important role for hormones and Par-4 [312]. As introduced, few
studies demonstrated that estrogen can downregulate Par-4 [177, 178]. To further
explore this mechanism of regulation, we used Gene Expression Omnibus (GEO)
database and found a study (GSE23893) in uterine cancer tissues showing that ERa
binds near Par-4 promoter in its proximal region indicating a potential link with estrogen
regulation (Figure 4B). Considering that the ovaries and endometrium are continuously
under the influence of hormones and that estrogen exerts such a strong influence on
Par-4 transcription, we are allowed to hypothesize that estrogen might play a role in the
regulation of Par-4 expression. It is also possible that estrogen regulates Par-4 activity
and localization, either through genomic or non-genomic mechanisms, further
controlling Par-4 dynamics; estrogen could thus act as a potent carcinogenic agent as
well as an inducer of chemoresistance depending on the situation. Combining hormonal
therapy with Par-4 is thus a considerable option to acquire an optimal efficiency to

induce apoptosis and reduce estrogen-driven growth stimulation. These preliminary
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findings concerning the estrogen regulation of Par-4 combined with its unique ability to

selectively induce apoptosis in cancer cells only are very interesting and should be

considered for future studies.
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Estrogen implication in Par-4 regulation.

A. Ishikawa cancer cells were treated with either 0,1 pM or 1 uM
estradiol (E2) for 4 h. The levels of Par-4 and ERa were determined
in treated cells using western blot analysis. GAPDH was used as a
loading control. Results shown are representative of three independent
experiments. B. ChIP-seq tracks showing ERa binding location on
PAWR gene (Par-4) in control cells (top lane) and E2 treated cells
(bottom lane) for 30 minutes. Genomic locations were obtained using the
integrated genomic viewer (IGV 2.0). Red arrows indicate a novel ERa
binding enrichment profile in the proximal region of Par-4 gene that can
potentially be involved in negative regulation of the gene. Geo accession
number: GSE23893.

Future directions of targeted therapies

In light of the previous and current clinical trials reported in this review, our initial

and primary observation is the modest amount of scrutiny endometrial cancer has been

the subject of. Indeed, very few clinical studies have focused on endometrial cancer,

probably because of its high survival rate in the case of early diagnosis. However, as

introduced, endometrial cancer is very aggressive at advanced stage and the success rate
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of current therapies is very low. It is our opinion that, based on that fact, more
investigations is required to develop novel therapies to improve the prognostic of

women afflicted with recurrent endometrial cancer.

The idea of targeted-therapy is to eliminate gynecological cancer cells more
selectively and turning-off their chemoresistance mechanisms. However, up to now, no
cancer trials have been able to have the desired ‘‘perfect’’ response rate via targeted
therapy. Neither mono targeted-therapy nor combination with current chemotherapy
regimen is sufficient to enhance greatly the survival of patients. As already observed
under trials, combination of diverse targeted-therapies is an interesting avenue to
overcome the resistance/absence of response seen with mono targeted-therapy. Indeed,
many of the pathways and mechanisms discussed can have crosstalk with other
pathways, feedback loop regulations in their large network or simply alternative
regulation not inhibited by the compounds. For example, MAPK inhibition combined
with PI3K inhibition increase significantly the efficiency of these compounds against
gynecological cancers. Considering this fact, the most promising trials were those
combining two targets such as Everolimus (targeting mTORCI) combined with
Letrozole (targeting aromatase) or Buparlisib/BYL719 (compounds targeting PI3K)
combined with Trametinib/binimetinib (compounds targeting MEK) [224, 225, 255].

Another avenue to consider for increasing the efficiency of targeted therapies
would be to find specific biomarkers correlating with the response to treatment.
Indeed, many of these new compounds have not yet, found efficient biomarkers to
estimate the success of the treatment, which can also explain the modest clinical activity
observed in many of these trials. Using biomarkers would lead to personalized medicine
with a large pre-screening of the patients and the diverse mutations located in their
tumors, which can be costly for phases II and III trials. This pre-screening, however,
would allow to better identify the right combination of targeting compounds and obtain

an optimal success rate of treatment.
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The heterogeneity between and within tumors also plays a large role in
the response rate of targeted treatments and chemoresistance mechanisms.
Genomic instability is an important factor related to the heterogeneity of the tumor and,
as stated in this review, repair mechanisms are involved in this instability as well as
the PI3K network, which is vastly mutated in gynecological cancers [313].
This heterogeneity is reflected on the recurrence of gynecological cancers at advanced
stages where only sensitive cells are dying to leave a resistant population, which will
eventually come back. Heterogeneity of the tumors is also related to cancer stem cells
(CSC). CSC are a small population of the tumor which have the capacities to initiate
tumor, self-renew and differentiate to make the bulk of the tumor. They also have the
ability to metastasize, an event occurring in advanced stages of cancer.
One characteristic of these CSC is that they also play a role in the resurgence of the
tumor following chemotherapy, indicating that they also resist chemotherapeutic
treatments which is likely associated with a poor prognosis [314, 315]. The presence of
chemoresistant and tumorigenic CSC has already been observed in ovarian cancer,
however, these are still difficult to identify and target [316-319]. Noteworthy, one of
these mechanisms of resistance is also related to AKT, a protein implicated in the PI3K
network which is highly mutated in ovarian and endometrial cancers [320]. The biology
of CSC is unique and their mechanisms of resistance are diverse. Many trials targeting
CSC are currently under study. Considering their important role in tumor, this particular
type of cell should be considered when targeting tumors to prevent recurrence and

improve success rate.

Overall, considering that heterogeneity is a major hurdle for chemotherapy,
targeting multiple pathways/proteins would be useful to overcome a maximum of cancer
cells, including stem cells, during treatment. A better understanding of patients’

parameters will be profitable for the use of targeted-therapies.

Other elements to consider for efficient targeted-therapy against chemoresistant
cancer cells are the fact that not only the modifications occurring inside the cells

contribute to the chemoresistance. This manuscript mainly focus on this aspect,
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however, tumor cell micro-environment and the pharmacokinetic of compounds also
play important roles on the acquisition of chemoresistance and should be considered for
future therapies [13]. Concerning microenvironment, hypoxia is known for being related
to radioresistance and chemoresistance of cancer [321, 322]. Hypoxic cancer cells,
frequently located in the center of the solid tumor, have fewer blood vessels and
consequently are less exposed to cancer drugs. Hypoxia is also involved in a slower
proliferation rate, which affect current chemotherapy targeting cells with rapid division
[322]. This microenvironment factor is thus a negative key player for the success of
cancer therapies. Noteworthy, cancer stem cells also take advantage of the tumor
microenvironment [314]. The immune system also interacts with the microenvironment
of tumors as well as the extracellular matrix and signaling molecules from the
environment. These microenvironment factors are considered in clinic and therapies
targeting angiogenesis, hypoxia, immune system or tyrosine kinase receptors are
currently under study [323]. A combination of treatment including these could be

positive for the success rate of cancer treatment with other targeted-therapies.

Cancer is a complex disease and still requires research and investigations to better
understand it. Current results indicate that mono-targeted therapies are not enough to
overcome tumor progression and its resistance to various treatments. However, therapies
and molecules are improving and the advance in technology allows a more precise
diagnosis of the patients. A better understanding of tumor genetics will allow the

administration of an efficient personalized medicine in gynecological cancers.
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S.table 1: Clinical trials of targeted therapies in ovarian and endometrial

cancers.

The table summarizes all the clinical trials discussed in the manuscript.
The different column indicates the treatment, if it has been combined with
a chemotherapeutic agent, the target, the clinical trial phase, the tissues
studied, the number of patients evaluated, the responses observed,
additional comments as well as the bibliographical reference to the
clinical trial.



