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Avant-propos

Avant-propos

Au sein d’un tissu, les cellules sont dans la plupart des cas en contact permanent avec un
enchevétrement complexe et dynamique de macromolécules fibreuses et adhésives, la matrice
extracellulaire (MEC). Cette MEC, contribue a la régulation des comportements cellulaires et au
maintien de I'architecture tissulaire. Les interactions cellules-MEC induisent notamment l'initiation
de I'activation de voies de signalisations régulant la survie des cellules. A ce titre, la MEC est un

constituant majeur du microenvironnement cellulaire.

Bien que la pathologie cancéreuse soit caractérisée par le résultat d’altérations successives
de génes, les foyers tumoraux sont également considérés comme des organes a part entiére.
L'influence du microenvironnement et notamment de sa composante matricielle sur le
développement, la progression tumorale et donc I'évolution de la pathologie fait I'objet de
nombreuses études. La composition et la « qualité » de la MEC au sein de ces foyers tumoraux

peut-étre altérée et ainsi impacter la dissémination tumorale.

Les cancers ovariens, souvent qualifiés de tueurs silencieux, sont des pathologies peu
communes et représentent la premiére cause de mortalité due aux cancers gynécologiques dans les
pays développés. Un mode de dissémination atypique au sein de la cavité péritonéale ainsi que
I"acquisition d’une résistance a la chimiothérapie contribuent a I’échec relatif des traitements et a la
récidive de ces tumeurs dans prés de 75% des cas. Une accumulation de liquide inflammatoire
appelée ascite dans la cavité péritonéale est constatée chez pres d’un tiers des patientes. La
présence d’ascite est méme considérée comme un facteur aggravant et est associée a un mauvais
pronostic. Les ascites représentent des microenvironnements liquides uniques ayant une
composition complexe. En plus des éléments moléculaires « bioactifs » qu’elles contiennent, elles
renferment une population hétérogéne de cellules. L'un des modes de dissémination des cellules
cancéreuses ovariennes au sein de la cavité péritonéale implique ce liquide. Les cellules isolées ou
organisées en agrégats multicellulaires, également appelés sphéroides, baignent dans I'ascite et sous
cette forme ils sont capables de résister a la mort cellulaire induite par la perte d’ancrage, I'anoikis.
D’autre part, les sphéroides sont également résistants a la chimiothérapie et favorisent la formation
de foyers tumoraux secondaires en se réimplantant sur les parois de la cavité abdominale, le

péritoine.

L'impact et le role de I'ascite et des molécules qu’elle renferme dans la récidive des cancers

de I'ovaire reste méconnu.



Avant-propos

Dans ce contexte, I'objectif global de ces travaux a été de contribuer a la compréhension de
I'influence de I'ascite sur les processus favorisant la récidive des cancers de |'ovaire. Approfondir les
connaissances sur les mécanismes cellulaires et moléculaires favorisant la dissémination atypique et
la chimiorésistance des cellules cancéreuses, ainsi que déterminer le role de l'ascite et plus
particulierement de la composante matricielle ascitique dans ces processus est au cceur de la
problématique développée dans ce travail. Mes travaux de thése se sont notamment attachés a
définir la pertinence de la vitronectine et de la fibronectine ascitiques en tant que facteurs

diagnostics et/ou cibles thérapeutiques.

Dans le cadre des travaux présentés, le manuscrit comporte une premiere partie
bibliographique divisée en deux volets. Le premier décrit les cancers de l'ovaire et le verrou
thérapeutique majeur que constitue la résistance de ces cancers a la chimiothérapie. Une description
des données épidémiologiques et biologiques est présentée. La prise en charge thérapeutique de ces
cancers et les mécanismes de résistance aux traitements sont présentés succinctement. Le second
volet de la synthése bibliographique présente l'importance du microenvironnement matriciel
tumoral et notamment, de I'ascite dans la progression des cancers de |'ovaire. La composition de la
matrice extracellulaire, ainsi que les interactions entre les cellules et le microenvironnement, et la
signalisation qui en découle sont décrites (de maniere non exhaustive). Le microenvironnement
tumoral ovarien, les caractéristiques cellulaires et moléculaires de I'ascite et son influence sur la
progression tumorale sont également abordés.

A la suite de cette synthese bibliographique, les méthodes expérimentales et le matériel
utilisé dans le cadre de ces travaux sont décrits. Une présentation globale, I'objectif de I'étude et les
résultats, divisés en deux chapitres, sont ensuite présentés. Le premier chapitre porte sur les
résultats obtenus au cours de I'analyse de linfluence de I'ascite et des protéines matricielles
ascitiques sur les comportements des cellules cancéreuses ovariennes propices a leur dissémination.
La permissivité de I’ascite sur ces comportements cellulaires a été investiguée et une caractérisation
« matricielle » des sphéroides a été réalisée. Le second chapitre, porte sur I'étude de I'influence des
acteurs précédemment cités sur la réponse des cellules cancéreuses ovariennes aux dérivés du
platine. La spécificité de la composition de I'ascite quant a son effet protecteur sur les cellules
cancéreuses ovariennes a été investiguée. Une discussion générale et les perspectives sur lesquelles
découle ce travail de these sont également exposées. Les références bibliographiques utilisées tout
au long du manuscrit sont répertoriées a la suite. Pour finir une partie « annexe » comporte |'article

publié dont est tiré une partie des résultats de ce travail de these.
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I. Généralités sur les ovaires
I.1. Anatomie et physiologie des ovaires

Les ovaires, au nombre de deux, sont des organes génitaux féminins enfouis profondément dans
le bassin, de part et d’autre de l'utérus, a proximité des trompes de Fallope (Figure 1). lls ont la
forme d’une amande et mesurent 4 cm de long et 2 cm de large en moyenne, de la puberté a la

ménopause. Par la suite, ils s’atrophient.

Figure 1: Localisation anatomique des ovaires. Modifiée d’aprés (www.anticancerfund.org)

Les ovaires font partie du systeme reproducteur féminin. lls sont le siege de la production des
cellules germinales femelles, les ovules. Les ovaires sont aussi des glandes endocrines, qui sécrétent
des hormones stéroidiennes, telles que les cestrogenes, les progestérones, les androgénes et non
stéroidiennes comme les inhibines. La sécrétion de ces derniéres se superpose au cycle menstruel.

Elles ont un réle dans le développement et la maturation de I'ovule.

Les ovaires sont au contact des fimbriae, protubérances situées a I'extrémité des trompes de
Fallope. Celles-ci recouvrent les ovaires au moment de l'ovulation, capturent les ovules et les

transportent vers I'utérus grace a des mouvements ciliaires et péristaltiques (Figure 2).
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Figure 2: Trompe de Fallope coiffant I'ovaire au moment de I'expulsion de I'ovule. L‘'ovule est capté par les fimbriae et
acheminé dans I'utérus. Modifiée d'apres (www.fotosearch.fr/CSP467/k18602583)

Les ovaires sont localisés au sein de la cavité abdominale nommée cavité péritonéale. C’est la
plus grande cavité de I'organisme. Elle contient aussi le foie, la vésicule biliaire, I'estomac, les reins,
les intestins, la vessie et I'utérus. Elle est tapissée par une large membrane séreuse, mince et solide,

appelée péritoine, d’une surface de 2 m? environ (Figure 3).
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Figure 3: Coupe longitudinale du péritoine. De (www.docvadis.fr/oncologie-baclesse)
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I1.2. Histologie des ovaires et de leur environnement

Les ovaires sont constitués de deux zones : (i) la zone médullaire située au centre de 'ovaire,
constituée de tissu conjonctif lache, de nerfs, de vaisseaux lymphatiques et sanguins et (ii) la zone
corticale, située a la périphérie de I'ovaire. Cette derniére est composée du stroma ovarien dans
lequel résident les cellules germinales et est recouverte par I’épithélium ovarien de surface (EOS)
(Figure 4).
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Figure 4: Coupe transversale de I'ovaire. Modifiée d’aprés (www.imagesbiogeolfxm.free.fr)

L’EOS est un épithélium cubique simple. L'EOS et le stroma sous-jacent (tunique albuginée) sont
séparés par une lame basale. Les cellules de I'EOS ont la particularité d’y étre faiblement attachées
(Okamura et al. 2006) : elles peuvent facilement se détacher de la membrane par exfoliation,
notamment lors de I'ovulation (Auersperg et al. 2001). Aprés I'ovulation, les cellules épithéliales de
I’'EOS proliferent rapidement, migrent afin de combler la breche formée suite a la libération de
I'ovule (Okamura et al. 2006) et contribuent a restaurer la zone corticale en synthétisant des

éléments de la matrice extracellulaire.
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Dans la cavité abdominale, 'EOS est en continuité avec le tissu mésothélial qui tapisse le

péritoine (Auersperg 2013).

L'ECS et le mésothélium péritonéal sont d’origine mésodermique. Bien qu’ils aient la méme
origine embryonnaire et partagent le méme environnement, il existe des différences structurales et
fonctionnelles entre ces deux tissus. Pour exemple, les cellules de I'EQS expriment des récepteurs aux
cestrogeénes et aux progestérones ainsi qu’a certains facteurs de croissance, alors que ces récepteurs
ne sont pas exprimés par les cellules mésothéliales. D’autre part, I'EOS est un tissu épithélial « peu
différencié ». En effet, certains marqueurs de différenciation épithéliaux sont peu ou pas exprimés a
la surface des cellules, notamment les E-cadhérines et MUC-16 (CA-125). En revanche, les cellules de
I’EQOS expriment des marqueurs mésenchymateux tels que la vimentine et la N-cadhérine (Auersperg

et al. 2001).

II. Les cancers de I'ovaire
I.1. Données épidémiologiques

Chaque année dans le monde, 240 000 nouveaux cas de cancers ovariens sont diagnostiqués,
dont 4 600 en France. lls sont responsables de 150 000 déces par an dans le monde (3 100 décés en
France) (Institut national de veille sanitaire, 2012; (Torre et al. 2015)). Ils représentent la huitieme
cause de déces tous cancers confondus, mais la premiere en termes de décés dus aux cancers

gynécologiques (Figure 5).
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Figure 5: Incidences et mortalités des cancers dépistés chez les femmes en 2012. D’apres les chiffres de I'inVs (2012)
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Dans la plupart des cas, les cancers ovariens affectent les femmes agées de plus de 45 ans avec

une incidence maximale autour de 75 ans (Figure 6).
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Figure 6: Incidence estimée du cancer de I'ovaire par age en France en 2005. De Francim (France Cancer Incidence et
Mortalité), InVS, Hospices civils de Lyon.

Plusieurs facteurs de risque sont associés a |'apparition de ces cancers. lls sont d’ordres

génétiques, hormonaux et/ou liés au mode de vie et a I'environnement.

5 a 10 % des cancers ovariens sont qualifiés d’héréditaires car le risque de développer un
cancer des ovaires augmente de 1,4 % dans la population générale a plus de 5 % chez les femmes
ayant des antécédents familiaux. Des mutations au niveau des genes suppresseurs de tumeur brca-1
et -2 (breast cancer -1/-2) sont notamment impliquées, a savoir des délétions, des insertions de
paires de bases, des codons-stop ou des substitutions non-sens (Miki et al. 1994). Les protéines
BRCA-1 et BRCA-2 régulent les réponses aux dommages de 'ADN afin de maintenir I'intégrité du
génome. Le risque de développer un cancer de I'ovaire pour une femme présentant des mutations
sur les génes brca-1 et -2 se situe entre 36 et 46 % et entre 10 et 27 %, respectivement (Rebbeck,

Kauff, and Domchek 2009).

Pour les cas non héréditaires, dits sporadiques, la nulliparité, la précocité des regles ou la
ménopause tardive sont des facteurs de risques avérés. Les contraceptifs oraux auraient un role
protecteur. En 1971, M. Fathalla suggéra que les incessantes ruptures des ovaires lors de I'ovulation,
suivies de la prolifération rapide des cellules de I'EOS pour réparer les Iésions pourraient conduire au
développement des cancers ovariens (Fathalla 1971). D’autre part, les traitements hormonaux par
cestrogénes et cestro-progestatifs augmenteraient le risque de développer des cancers de |'ovaire
(Glud et al. 2004). Par ailleurs, les femmes ayant des antécédents d’endométriose auraient un risque

accru de développer ces cancers (Kim et al. 2014).



Partie | : Les cancers de I'ovaire Etat de I'art

I1.2. Données biologiques
I1.2.1. Les différents types histologiques

Les cancers de I'ovaire sont des pathologies complexes et les types Iésionnels observés sont
multiples. Toutes les composantes cellulaires des ovaires peuvent potentiellement étre a I'origine de
cancers ovariens. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) les classe en trois grands groupes
histologiques : les cancers de I'épithélium ovarien ou adénocarcinomes qui représentent 90 % des
cancers ovariens, les cancers du mésenchyme et des cordons sexuels qui représentent environ 1 a

5 % et les cancers affectant les cellules germinales (1 a 5 %) (Figure 7).
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Figure 7: Les grands types histologiques des cancers ovariens selon ’OMS.

Parmi les cancers de [I'épithélium ovarien (CEOQ), se distinguent 4 sous-types
histologiques principaux: séreux, endométroides, a cellules claires et mucineux, tandis que les
carcinomes transitionnels (de Brenner), a cellules épithéliales mixtes, a cellules mixtes Miilleriennes

et indifférenciés sont plus rares (Seidman et al. 2004) (Figure 8).
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Figure 8: Coupes illustrant les différents sous-types histologiques majoritaires des cancers de I'épithélium ovarien.
Modifiée d’apres (Karst and Drapkin 2010).

I1.2.2. Grades et Stades

Pour chaque sous-type histologique de CEO, sont définis 3 grades selon le degré de

dédifférenciation cellulaire et I'agressivité tumorale.

- Grade 1 (Bas grade) : moins de 5 % de cellules indifférenciées — croissance lente, risque de
propagation peu élevé.

- Grade 2 (Grade modéré) : entre 5 et 50 % de cellules indifférenciées.

- Grade 3 (Haut grade) : plus de 50 % de cellules indifférenciées — croissance rapide, risque de

propagation élevé.

L’étendue de la propagation tumorale dans I'organisme est quant a elle caractérisée par le
stade. Selon la classification FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics), 4 stades
sont définis en fonction de la présence de tumeurs sur I'un ou sur les deux ovaires, sur les organes
avoisinants et dans la cavité péritonéale. La plupart des cancers de I'ovaire sont diagnostiqués a un

stade avancé (IIB-1V) (Figure 9).

11
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Stades
Description
FIGO
Stades Cancer est localisé sur un ou les deux ovaires
Croissance limitée 4 un seul ovaire, sans ascite. Aucune tumeur sur la surface
A externe de l'ovaire. Capsule intacte
Croissance limitée sur les deux ovaires, sans ascite. Aucune tumeur sur la surface
iR externe de l'ovaire. Capsule intacte
Tumeur de stade A ou IB. Présence de tumeurs a la surface externe d'un ou deux
& ovaires ou présentant une capsule rompue
il Croissance tumorale impliquant un ou les deux ovaires avec présence d'extensions
locales sur les organes pelviens
- Extensions et/ou métastases sur I'utérus ou les trompes de Fallope. Pas de cellules
cancéreuses dans I'abdomen
s Extensions et/ou métastases sur d’autres tissus pelviens. Présence de cellules
cancéreuses dans le liquide de 'abdomen
e Tumeurs étendue au péritoine on aux ganglions pelviens appelées métastases — )
régionales .
A Métastases microscopigues découvertes sur le péritoine aprés chirurgie ou apreés | |': 1 L\l/
biopsie
Présence de métastases péritonéales mesurant jusqu'a 2cm, ganglions pelviens non
e atteints
e Certaines métastases du péritoine mesurent plus de 2cm et /ou propagation aux i
ganglions pelviens
e Croissance tumorale impliquant un ou deux ovaire avec présence de métastase 4 Zzianay
- distance

Figure 9: Les 4 stades des tumeurs de I'ovaire selon la classification de la FIGO. Modifiée d'apres (Heintz et al. 2006).

I1.2.3. Classification moléculaire

En 2004, I. Shih et R. Kurman ont proposé d’ajouter un critére moléculaire permettant de classer
les CEO en un sous-type | ou Il en fonction de leurs lésions génétiques (Shih and Kurman 2004)

(Figure 10).
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Figure 10: Lésions génétiques observées selon les types de cancers de I'épithélium ovarien. Modifiée d’apres (Kurman
Robert J. 2011).
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Le type | regroupe les CEO présentant des mutations au niveau des génes kras, braf, erb-b2,
ctnnbl, pten, pik3ca, ardidla, ppp2ria (Singer et al. 2003; Singer et al. 2005; Jones et al. 2012). Ces
génes codent pour des protéines des voies de signalisation MAP-Kinase (Mitogen Activated Protein
Kinase) et PI3-Kinase/PTEN (Phospholnositide 3-Kinase/ Phosphatase and Tensin homologue)
(Peyssonnaux and Eychene 2001). Les voies de signalisation MAP-Kinase et PI3-Kinase convergent
vers le méme facteur de traduction elF4B. Celui-ci aurait un réle important dans le développement
des tumeurs de type | (Shahbazian et al. 2006). Ce groupe inclut les tumeurs séreuses et
endométroides de bas grade, les tumeurs mucineuses, les tumeurs a cellules claires et
transitionnelles. Elles partagent un faible pouvoir invasif, proliféerent peu, restent généralement
confinées sur I'ovaire et sont relativement stables génétiquement. Les CEO de type | se développent

par étape a partir de |ésions précurseurs et sont généralement détectés a des stades précoces.

Le type Il regroupe les CEO présentant une mutation du géne tp53 (Ahmed et al. 2010; Bell et al.
2011) et/ou une inactivation des génes brca-1 et -2 par mutation ou hyperméthylation (Chan et al.
2000). Il inclut les types histologiques séreux et endométroides de haut grade. Ces tumeurs sont
généralement agressives, elles sont détectées a des stades avancés et présentent une grande
instabilité génétique. Ces tumeurs évoluent rapidement et sont de mauvais pronostic (Singer et al.

2005).

I1.2.4. Hypotheéses sur les différents modeles de I'origine des cancers ovariens

Si I'origine et la pathogénie des CEO sont peu connues, différents modeles ont été avancés.

Comme I'a suggéré M. Fathala dés 1971, les fréquents cycles de ruptures/réparations du cortex
ovarien lors de l'ovulation conduisent a l'apparition d’invaginations de I'EOS dans le stroma
sous-jacent. Les cellules qui tapissent ces invaginations sont progressivement intégrées dans le
stroma et y forment des kystes d’inclusions (Fathalla 1971). Les cellules de I'EQS se trouvent ainsi
dans un nouvel environnement qui favorise la survenue de mutations et la cancérogenese (Figure

11).
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Figure 11: Modele des kystes d'inclusion. Modifiée d’apres (Levanon, Crum, and Drapkin 2008).

Ce modele est en accord avec les données épidémiologiques indiquant qu’une diminution des
cycles ovulatoires réduit les risques de développer des cancers de l'ovaire (Cf Il.1; page 9).
Cependant il ne permet pas de rendre compte de la grande variabilité histologique et génétique des

différents sous-types de CEO.

Un autre modeéle propose que les ovaires soient les sites secondaires de tumeurs d’origine
péritonéale provenant des tissus adjacents aux ovaires. Pour exemple, X. Jiang et ses collaborateurs
ont démontré que les lésions de I'endométriose pourraient étre des précurseurs d’adénocarcinomes

de types endométroides ou a cellules claires (Jiang et al. 1998).

En outre, J. Pieck et ses collaborateurs ont mis en évidence des lésions au niveau des trompes de
Fallope chez des femmes présentant une prédisposition génétique a développer des cancers de
I'ovaire. Les lésions localisées sur les trompes de Fallope ne sont pas retrouvées sur les ovaires. D’'un
point de vue histologique, elles ressemblent aux tissus tumoraux des cancers épithéliaux ovariens
séreux de haut grade. Selon I'hypothese des auteurs, ces lésions, qu’ils ont appelées carcinomes
tubaires intra-épithéliaux, peuvent évoluer vers des carcinomes séreux tubaires intra-épithéliaux

(serous tubal intraepithelial carcinoma: STIC), se développant dans les trompes de Fallope.
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Les cellules issues des STICs migreraient ensuite vers I'EOS et seraient a I'origine des carcinomes
ovariens de type séreux (Piek et al. 2001; Piek et al. 2003). Les STICs et les carcinomes ovariens
séreux de haut grade sont d’ailleurs génétiquement proches et partagent, entre autre, une
expression élevée de la protéine p53, accumulée dans le cytoplasme. Ces similitudes suggérent une

relation de type clonale entre les deux types de lésions (Kurman and Shih 2010) (Figure 12).
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Figure 12: Modéle de I'origine séreuse des tumeurs ovariennes. Les images d'immunohistochimie représentent les cellules
de I"épithélium normal des fimbriae (a gauche), une accumulation de la protéine p53 dans I'épithélium (au centre) et dans
le carcinome (a droite). Modifiée d’apres (Karst and Drapkin 2010; Kurman and Shih 2010).

En 2007, D. Kinselberger et ses collaborateurs ont démontré que les carcinomes tubaires
intra-épithéliaux pouvaient également étre observés dans 50 a 60 % des cas de cancers ovariens
sporadiques (Kindelberger et al. 2007). En accord avec le modéle de développement des cancers
ovariens a partir des STICs, il a été démontré qu’une ligature bilatérale des trompes de Fallope

permet de réduire de 34 % le risque de développer des cancers ovariens séreux (Cibula et al. 2011).

o Vers une unification des deux modéles

Y. Lee et ses collaborateurs ont proposé un modele incluant les deux voies distinctes menant a la
cancérogénese ovarienne. La premiere, qui repose sur la formation de métaplasies dans les kystes
d’inclusion serait a I'origine des carcinomes ovariens de type |, tandis que la seconde implique les

STICs et serait a 'origine des tumeurs de type |l (Lee et al. 2007) (Figure 13).
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Figure 13: Origine des cancers de I'épithélium ovarien - modeéle a 2 voies. Modifiée d'aprés (Levanon, Crum, and Drapkin
2008).

En outre, il se pourrait que les cellules des STICs se déversent a la surface de I'ovaire au niveau
de micro-cicatrices créées par l'ovulation. Les cellules des STICs coloniseraient ainsi I'EOQS et
pourraient ensuite s’invaginer dans le stroma sous forme de kystes d’inclusion, avec une possible

évolution vers des carcinomes ovariens (Kurman and Shih 2010) (Figure 14).

Corps jaune

Kyste d'inclusion

Figure 14: Transfert des STICs des fimbriae vers les ovaires et formation de kystes d'inclusion. Modifiée d'aprés (Kurman
and Shih 2010).
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I1.3. Données cliniques
I1.3.1. Diagnostic

Les cancers ovariens sont difficiles a détecter car il est possible qu’aucun symptome ne se
manifeste. En effet, la cavité abdominale offre un espace suffisant a la tumeur pour se développer et
prendre du volume asymptomatiquement. Les symptémes peuvent n’apparaitre qu’une fois que les
métastases atteignent les tissus environnants et lorsqu’ils sont présents, ils sont souvent aspécifiques
(Goff et al. 2007). lls peuvent étre confondus avec ceux de pathologies gastro-intestinales ou de
désordres urinaires. Les patientes ressentent des pressions pelviennes menant a une sensation
d’inconfort abdominal, ainsi que des pressions sur la vessie causant des problémes urinaires tels que
des changements de la fréquence et de l'urgence des mictions. L’évolution de la maladie peut
provoquer une augmentation lente et progressive du tour de taille, des saignements vaginaux, une
géne respiratoire, une sensation de satiété rapide, entre autre (Gajjar et al. 2012). Ces symptoémes

n’étant pas alarmistes, les patientes consultent souvent tardivement.

Le diagnostic s’appuie d’abord sur un examen physique. Le praticien effectue un toucher pelvien
pour palper l'utérus et les ovaires et observe le vagin et le col de I'utérus. Le médecin peut
également examiner I'abdomen a la recherche de masses, ou vérifier si un ou plusieurs organes sont
enflés.

Une échographie abdomino-pelvienne complémentaire permet de localiser la tumeur, de la
mesurer, de déterminer le degré d’extension et de rechercher la présence de liquide inflammatoire
dans la cavité péritonéale. Des marqueurs tumoraux sanguins seront recherchés tel le CA-125
(glycoprotéine de surface exprimée par les cellules cancéreuses ovariennes mais non par celles de
I’'EOS). En diagnostic clinique, 'augmentation du taux sanguin de CA-125 au-dela de 30 U/mL est
corrélée avec I’évolution du cancer de I'ovaire (Roupa et al. 2004).

Afin d’améliorer le dépistage a des stades précoces, |'association du dosage du CA-125 et de
I’échographie transvaginale a été proposée (Roupa et al. 2004; Zacharakis et al. 2013). Aucune étude
ne permet d’avoir de retours sur le bénéfice réel de cette combinaison d’examens. Toutefois, de
nombreux efforts sont déployés pour identifier de potentiels marqueurs tumoraux des cancers
ovariens. A ce jour, I’héparane, la MMP-9 ou encore la survivine sont des candidats a I'étude (Zhang

et al. 2011; No et al. 2011; Chen et al. 2013).

La détection des cancers de 'ovaire a des stades précoces conditionne la survie des patientes.
Les patientes diagnostiquées aux stades IA a lIA ont un taux de survie a 5 ans de I'ordre de 80 a 95 %

(Hennessy, Coleman, and Markman 2009). En revanche, les patientes diagnostiquées aux stades
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avancés llIA a IV (75% des cas), ont un taux de survie a 5 ans est de I'ordre de 44 % (Herzog et al.

2016) (Figure 15).
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Figure 15: Taux de survie a 5 ans par stade ou tous stades confondus chez I'adulte (15-99ans). De (Anglia Cancer network).

Le pronostic est estimé en fonction des critéres suivants :

- Age et état de santé général
- Type histologique, stade et grade de la tumeur
- Valeur du taux CA-125

- Volume résiduel de la tumeur apres exérese initiale

I1.3.2. Prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique des cancers ovariens se fait dans des centres spécialisés. Elle

repose sur la chirurgie et la chimiothérapie. La radiothérapie reste marginale.

e La chirurgie

La chirurgie est un acte important dans la prise en charge des patientes atteintes de cancers
ovariens. Elle a pour objectif d’une part, 'exérese des lésions et d’autre part, de compléter le
diagnostic, notamment en précisant I'extension intra-abdominale. Elle permet de réaliser une
exploration méthodique et visuelle région par région en précisant le site des Iésions, leur diametre
initial et résiduel. La chirurgie cytoréductrice est dite optimale quand aucun nodule carcinomateux
résiduel n’est visible macroscopiquement (Stuart et al. 2011). En effet, la présence de nodules

carcinomateux résiduels supérieurs a 1 cm étant un facteur de mauvais pronostic.
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o La chimiothérapie

Les protocoles standards de chimiothérapie pour les cancers ovariens associent des sels de
platine, induisant des dommages a I’ADN avec un autre agent, généralement de la classe des taxanes,
qui inhibe la dynamique des microtubules (McGuire et al. 1996; Piccart et al. 2000). Un
anti-angiogénique ciblant les néo-vaisseaux tumoraux peut-étre associé selon les cas. Ces agents
chimiothérapeutiques sont inoculés en intraveineuse (IV) a raison de six cycles, un toutes les trois
semaines. La chimiothérapie intrapéritonéale (IP) peut également étre utilisée afin de délivrer des
doses plus élevées d’agents chimiothérapeutiques au sein de la cavité péritonéale, site

d’implantation métastatique des cancers ovariens (Figure 16).
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Figure 16: Principe de I'administration d'agents chimiothérapeutiques par voie intrapéritonéale. Modifiée d'aprés (Solass

et al. 2014).

Les principaux agents chimiothérapeutiques proposés aux patientes sont les sels de platine,
notamment le cisplatine. lls appartiennent a la classe des composés alkylants. lls provoquent I'arrét

de la prolifération des cellules aprés s’étre liés a I’ADN.

Le potentiel cytotoxique du cisplatine a été découvert de fagon fortuite en 1965 par B. Rosenberg
et ses collaborateurs. En appliquant un champ électrique, a partir d’électrodes de platine, sur une
culture de bactéries Escherichia coli, ils ont remarqué un arrét des divisions cellulaires. lls ont
démontré que l'inhibition des divisions cellulaires était due a la formation d’un complexe entre le
platine produit par les électrodes et le chlorure d’ammonium se trouvant dans le milieu (Rosenberg,
Vancamp, and Krigas 1965). Depuis, plusieurs complexes de platine ont été testés afin d’analyser leur
effet cytotoxique. Le cis-dichloro-diamino-platine (l1), ou CDDP, est le composé dont les effets sont

les plus prononcés (Rosenberg et al. 1969).
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Le CDDP est une molécule composée d’un atome de platine central,

H3N \e
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collaborateurs ont montré que le CDDP présentait une activité

Figure 17: Molécule de
anti-tumorale significative chez des souris ayant développé des sarcomes cisplatine (pH et charge

neutre). De (Gdmez-Ruiz

et des leucémies (Rosenberg and VanCamp 1970). Par la suite, des essais ;| 5012).

cliniques chez ’'homme ont montré I'efficacité de traitements a base de CDDP sur les cancers de
testicules (Higby et al. 1974). Son utilisation en tant que composé anti-tumoral a été validée par la
FDA (Food and Drug Administration) en 1978. Plus de 35 ans apres, le CDDP reste le médicament le

plus utilisé dans le traitement des cancers de I'ovaire.

Le CDDP péneétre dans la cellule par diffusion passive, facilitée via les transporteurs de cuivre ou

active (Andrews et al. 1991; Ishida et al. 2002) (Figure 18).
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Figure 18: Entrée du cisplatine dans la cellule et cibles moléculaires. Modifiée d’aprés (Gomez-Ruiz et al. 2012).

Dans le cytosol, les ions chlorures (CI') du CDDP sont substitués par des groupements hydroxyles

(OH") (Figure 19).
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Figure 19: Hydrolyse du cisplatine et formation des complexes cationiques. De (www.pharmacorama.com).

A pH physiologique, ces complexes électrophiles réagissent avec des sites nucléophiles comme
les bases azotées de la molécule d’ADN. Cependant, seuls 5 a 10 % de la concentration totale de
CDDP intracellulaire sont retrouvés dans le noyau. La fraction de CDDP restante se lie aux ARNs, aux
protéines ou au glutathion (tripeptide retrouvé dans le cytoplasme des cellules, il y joue un role

d’antioxydant) (Fuertes, Alonso, and Pérez 2003).

L'activité anti-tumorale du CDDP repose majoritairement sur sa capacité a former des
réticulations mono- (liées a une base) ou bi-fonctionnelles (liées a deux bases) sur I’ADN. Ces
derniéres sont nommées adduits et I’ADN est dit platiné. 90 % des adduits sont formés entre deux

purines sur le méme brin d’ADN (Figure 20).

Figure 20: Représentation schématique d’un adduit. Modifiée d’apres (Pizarro and Sadler 2009).

Le pontage des bases d’ADN par le CDDP sur la double hélice induit des modifications
structurales de cette derniere, notamment une distorsion locale séveére qui entraine son

déroulement et la présence de vrilles sur ’ADN (Bellon, Coleman, and Lippard 1991) (Figure 21).
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(b)

Figure 21: Représentation de la double hélice d'ADN déformée par les adduits de CDDP. Analyse par diffraction aux
rayons X (a) adduit intrabrin 1,2-d(GpG) (b) adduit intrabrin 1,3-d(GpTpG) (c) adduit interbrin. De (Todd and Lippard 2009)

La déformation de la double hélice d’ADN entraine des altérations de la réplication, de la
transcription et de la reconnaissance/réparation de ces adduits. Les boucles formées par les adduits
de CDDP sur I'ADN peuvent étre reconnues par différents complexes protéiques de réparation de
I’ADN tels que les systétmes NER (Nucleotide Excision Repair) (Zamble et al. 1996) ou MMR
(MisMatch Repair) (Yamada et al. 1997). Elles peuvent également étre reconnues par les protéines
HMG (High mobility Group) qui empécheront alors l'interaction entre les sites platinés et les

systémes de réparations (Donahue et al. 1990) (Figure 22).

\ Complexe HMG

Figure 22: Liaison du complexe protéique HMG sur I'adduit CDODP-ADN. Modifiée d’aprés (Todd and Lippard 2009).

Dans ce cas, les dommages de I’ADN deviennent permanents. En conséquence, les voies de
signalisation qui conduisent a la mort cellulaire sont activées (Persons et al. 1999). Ainsi, la capacité
des cellules a effectuer ou non des réparations suite aux lésions de I’ADN causées par le CDDP

module leur sensibilité aux traitements.

Le cisplatine est le premier dérivé du platine a avoir été utilisé en chimiothérapie. Toutefois son
importante toxicité limite son utilisation (néphrotoxicité, neurotoxicité, ototoxicité). Trois composés
analogues peuvent étre utilisés en chimiothérapie : le carboplatine, I'oxaliplatine et le nédaplatine.

Cependant, seuls le carboplatine et I'oxaliplatine sont autorisés en France (Figure 23). Ces agents

22



Partie | : Les cancers de I'ovaire Etat de I'art

chimiothérapeutiques ont le méme mécanisme d’action que le CDDP dont ils different en revanche,

par la stabilité, la bio-distribution et surtout la toxicité.
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Figure 23: Molécules de (A) carboplatine et (B) oxaliplatine (pH et charges neutres). De (Ahmad 2010).

Souvent combinés avec les sels de platine(cisplatine ou carboplatine) pour le traitement des
cancers ovariens, les taxanes (paclitaxel ou docetaxel) sont des diterpénes alcaloides naturels extraits
d’écorces ou des aiguilles d’ifs (McGuire et al. 1989; Bishop et al. 1999; Bonomi et al. 2000; Jordan
and Wilson 2004). Ils sont composés de deux groupements : un anneau taxane et une chaine latérale

d’ester homo-chiral (Figure 24).

Taxane

Ester homo-chiral \ /

=» Portion active

Figure 24: Formule chimique du paclitaxel (C4;Hs;NO,,). Modifiée d'apres (Kampan et al. 2015).

Les taxanes exercent leur effet cytotoxique en se liant aux microtubules du cycle cellulaire et
inhibent la division cellulaire en empéchant la dépolymérisation des microtubules au cours de la

phase G2/M (précédant la mitose) (Rao et al. 1994).

D’autre part, il a été démontré que I'administration hebdomadaire de paclitaxel induit une mort
cellulaire indépendante de la stabilisation des microtubules. La transcription de différents genes
intervenant dans la réparation des dommages a I’ADN, dans I'inflammation ou dans la prolifération
des cellules est, en effet, également modulée. De plus, plusieurs voies de signalisation apoptotiques
ou liées au stress oxydatif sont aussi activées en réponse au paclitaxel. Tous ces éléments concourent

a potentialiser 'activité anti-cancéreuse du paclitaxel (Figure 25).
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Figure 25: Mécanisme d'action du paclitaxel. Modifiée d’aprés (Kampan et al. 2015).

Récemment, les agents anti-angiogéniques ont été introduits dans les protocoles de traitements
des cancers de l'ovaire. lls ciblent la formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux
préexistants (angiogénése), processus nécessaire a la survie et la dissémination tumorale. Le
bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal qui se lie au facteur pro-angiogénique VEGF
(Vascular Epidermal Growth Factor) et empéche son interaction avec ses récepteurs localisés a la

surface des cellules endothéliales (Figure 26).
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Figure 26: Mécanisme d'action du bevacizumab. De http://www.avastin-hcp.com.
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Dans les traitements standards des cancers de I|'ovaire, le bevacizumab est utilisé en
combinaison avec le carboplatine et le paclitaxel ou peut étre administré seul jusqu’a 15 mois apres
le dernier cycle de chimiothérapie. Les effets secondaires majeurs associés a I'administration de
bevacizumab sont de I'hypertension artérielle, des perforations gastriques, des migraines, des
thromboses et/ou des saignements. Les perforations gastro-intestinales semblent étre liées

spécifiquement a I'administration du bevacizumab (Richardson et al. 2010).

Les traitements chimiothérapeutiques standards sont résumés dans le Tableau 1.

Traitement Administration Durée du cycle
Paclitaxel 135 mg/m? (jour 1) v
Toutes les 3 semaines
+ Cisplatine 75 —100 mg/m? (jour 2) IP
6 cycles
+ Paclitaxel 60 mg/m? (jour 8) IP
Paclitaxel 175 mg/m? (jour 1) v Toutes les 3 semaines
+ Carboplatine 6 AUC (jour 1) vV 5-6 cycles
+ Bevacizumab 7,5 mg/kg (jour 1) % 3 cycles (bevacizumab)
Ou
Paclitaxel 175 mg/m? (jour 1) \% Toutes les 3 semaines
+ Carboplatine 6 AUC (jour 1) v 5-6 cycles
+ Bevacizumab | 15 mg/kg (jour 1 cycle 2) [\ Toutes les 3 semaines 13 cycles

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des protocoles de traitements chimiothérapeutiques standards des cancers ovariens.

Depuis l'introduction des agents chimiothérapeutiques dérivés du platine au début des années
80, les combinaisons de traitements précédemment cités ont grandement amélioré la survie des
patientes atteintes de cancers ovariens. L'utilisation combinée de sels de platine et des taxanes a
permis d’augmenter les taux de survie moyens de 24 a 38 mois. Cependant, en raison des effets
secondaires liés au paclitaxel, tels que I'alopécie et la neurotoxicité, des essais cliniques ont été
menés afin d’étudier I'efficacité de la combinaison du carboplatine et du docetaxel (carboplatine AUC
5 mg/mL/min — docetaxel 75 mg/m?) comparativement a la combinaison classique (carboplatine AUC
5 mg/mL/min — paclitaxel 175 mg/m?2). Ces essais ont été réalisés sur des patientes atteintes de
cancers ovariens aux stades IC - IV (Vasey et al. 2004). Bien que les deux traitements présentent les
mémes taux de survie sans progression de la maladie (PFS : progression free survival) et de survie

globale (OS: Overall survival), l'utilisation de docetaxel induit une neurotoxicité moindre que le
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paclitaxel. Les chercheurs ayant mené ces essais recommandent I'utilisation de |'analogue du

paclitaxel dans les cas ou les patientes présentent un risque élevé de neuropathie.

En parallele, de nombreux essais cliniques visent a utiliser de petites molécules
pharmacologiques inhibitrices ciblant les processus participant a la croissance et/ou a la
dissémination tumorale (anticorps bloquant, inhibiteurs). On peut notamment citer des anticorps
dirigés contre les facteurs pro-angiogéniques (anticorps anti-VEGF), des molécules bloquant les
systemes de réparation de I’ADN (inhibiteur de PARP) ou encore des inhibiteurs des récepteurs au
folates, ces derniers étant surexprimés par les cellules cancéreuses ovariennes. Des molécules
interférant avec les voies de signalisation altérées dans les cancers de I'ovaire sont également
développées. Elles ciblent notamment les voies MAP-Kinases, Pl13-Kinase/Akt ou les récepteurs
d’adhérence de type intégrines. Des stratégies d'immunothérapies sont également envisagées
(anticorps, inhibiteur de checkpoints immunologiques, vaccins). Tous ces essais ouvrent de nouvelles
perspectives thérapeutiques avec l'espoir de voir de nouvelles molécules émerger dans les

prochaines années (Figure 27).
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Figure 27: Schéma récapitulant les différentes thérapies ciblées proposées dans les cancers ovariens. Modifiée d’apres

(Banerjee and Kaye 2013).
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III. Le verrou thérapeutique majeur de la récidive des cancers

ovariens

II1.1. Les cancers ovariens ont une propension importante a récidiver

70 a 80 % des patientes répondent bien aux traitements initiaux. Cependant, plus de 80 % des

patientes rechutent dans les 6 a 36 mois suivants. Les traitements de seconde ligne incluent une

chirurgie cytoréductrice associée a la chimiothérapie. L’intervalle de rémission depuis le premier

traitement dicte le choix de I'agent chimiothérapeutique. La sensibilité initiale au platine est le

facteur prédictif des réponses aux traitements a venir (Davis, Tinker, and Friedlander 2014) (Figure

28). On distingue ainsi les cas :

Réfractaires au platine : les patientes récidivent pendant la premiére chimiothérapie.
La probabilité de réponse a un traitement par le CDDP est nulle. Les patientes sont
alors traitées avec des monothérapies a base de paclitaxel ou de gemcitabine
(analogue de nucléosides) (Ledermann and Kristeleit 2010). La survie globale (OS)
des patientes réfractaires au CDDP est comprise entre 3 et 5 mois (Sjoquist et al.
2013).

Résistants au platine : les patientes récidivent dans les 6 mois aprés I'administration
de la premiére la chimiothérapie. La survie sans progression de la maladie (PFS) est
de 3 mois en moyenne et I'OS est comprise entre 9 et 12 mois. La probabilité que ces
cancers répondent a des traitements ultérieurs a base de CDDP est inférieure a 10 %.
Sensibles ou partiellement sensibles au platine : les patientes récidivent entre 6 et 12
mois suivant la premiére chimiothérapie (partiellement sensibles) ou aprés 12 mois
(sensibles). La PFS est comprise entre 9 et 12 mois et I'OS est comprise entre 24 et 36
mois en moyenne. La probabilité que ces cancers répondent aux traitements de
seconde ligne a base de platine est comprise entre 30 et 50 % voir plus pour les
cancers sensibles au platine. Les patientes sont alors traitées avec des

chimiothérapies combinées a base de platine et paclitaxel ou gemcitabine.
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Figure 28: Classification des cancers ovariens récidivants en fonction de leur sensibilité au platine. Modifiée d'apres (Tapia

and Diaz-Padilla 2013).

Dans tous les cas, du bevacizumab est également administré aux patientes en complément

(Aghajanian et al. 2012).

Les traitements de seconde ligne ont pour but d’améliorer la qualité de vie des patientes et
d’augmenter la survie sans progression de la maladie. En absence de thérapies efficaces, la plupart

des cancers ovariens récurrents sont incurables.

I11.2. Les capacités adaptatives des cellules cancéreuses

Au cours du processus de récidive, les cellules cancéreuses ovariennes acquierent un phénotype
adaptatif leur permettant de surpasser les mécanismes garants de I’homéostasie cellulaire et
tissulaire. L’adaptation phénotypique est d’ailleurs un processus commun aux cellules cancéreuses.
Ces caractéristiques ont été recensées en 2000 et complétées en 2011 par D. Hanahan et
R. Weinberg (Douglas Hanahan and Weinberg 2000; Douglas Hanahan and Weinberg 2011). Ces
caractéristiques sont : (i) une autosuffisance en signaux prolifératifs (ii) une insensibilité aux signaux
d’inhibition de croissance, (iii) une capacité a se répliquer indéfiniment, (iv) une instabilité
génomique, (v) un potentiel d’induction angiogénique, (vi) une capacité a envahir les tissus et a
former des métastases, (vii) une dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire, (viii) une

capacité a échapper au systeme immunitaire et a promouvoir un environnement inflammatoire et
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(ix) une capacité a résister a la mort cellulaire. Cela constitue un obstacle majeur dans la prise en

charge thérapeutique des cancers (Figure 29).
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Figure 29: Caractéristiques des cellules cancéreuses. Modifiée d'aprées (Douglas Hanahan and Weinberg 2011).

I11.2.1. Capacité des cellules a résister a la mort cellulaire : un enjeu dans le processus de
propagation des cellules cancéreuses

Deux types principaux de mort cellulaire sont décrits. L’apoptose qui est un mécanisme de mort
programmée, finement régulée et controlée génétiquement et la nécrose qui est généralement

décrite comme une mort accidentelle (Figure 30).
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Figure 30: Différences entre I’'apoptose et la nécrose. Modifiée d’aprés (www.afd-Id.org).

L'apoptose est déclenchée en réponse a l'interruption de signaux de survie, a une exposition a
des facteurs de mort cellulaire ou a la suite de stress comme le stress oxydatif ou les radiations. Les
cellules en apoptose se caractérisent par une morphologie arrondie, un volume cellulaire réduit, une
condensation de la chromatine, une fragmentation nucléaire et un bourgeonnement des
membranes. Au niveau moléculaire, I'activation de protéases intracellulaires comme les caspases, le
clivage de la chromatine par des endonucléases endogénes sont les principales caractéristiques des

cellules apoptotiques.

Les caspases sont des cystéines protéases. On recense douze caspases chez 'Homme. Toutes
sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs appelés pro-caspases. Les caspases initiatrices
(-8 et -10) sont capables de s’auto-activer en réponse aux stimuli pro-apoptotiques. Elles activent
ensuite les caspases effectrices (-3 -6 et -7). Ces derniéres sont impliquées dans la protéolyse de
différents substrats cellulaires tels que les lamines, les protéines du cytosquelette ou encore la

protéine poly(ADP-ribose) polymérase (PARP), contribuant ainsi au « démantélement » de la cellule.

Il existe deux voies d’induction de I'apoptose : la voie extrinseque (ou voie des récepteurs de
mort) et la voie intrinséque (ou voie mitochondriale). Ces deux voies convergent vers des effecteurs

communs, notamment les caspases-3 (Figure 31).
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Figure 31: Induction de I'apoptose par les voies intrinséque et extrinséque. Les deux voies sont liées. La voie des
récepteurs de mort peut initier I'activation de la voie mitochondriale via les caspases-8. Modifiée d’aprés (Blankenberg
2009).

Les récepteurs de mort cellulaire, enchassés dans la membrane plasmique, appartiennent a la
famille des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor). Cette famille comprend entre autres les
récepteurs Fas, TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor-1) et TRAIL-1 et -2 (TNF Related Apoptosis
Inducing Ligand -1 -2). L’activation de ces récepteurs permet le recrutement de protéines
cytosoliques adaptatrices telles que FADD (Fas Associated Death Domain) ou TRADD (TNF Receptor
Associated Death Domain). Ces derniéres interagissent avec les caspases initiatrices -8 et -10 formant
ainsi le complexe DISC (Death Inducing Signaling cComplex). L’auto-activation des caspases -8 et -10

au niveau du DISC initie I'activation des caspases effectrices -3 -6 et -7.

La voie mitochondriale est régulée par de nombreuses protéines de la famille Bcl-2. Cette famille
regroupe des membres anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-x, et Mcl-1 (myeloid cell leukemia
sequence 1) et des membres pro-apoptotiques qui présentent soit plusieurs domaines BH (Bcl-2
homology domain) comme Bax et Bak, soit un seul domaine BH tels que Bid, Bad, Bim, Bik, Bmf,
Noxa, Puma et Hrk (nommés « BH3-only »). Les protéines anti-apoptotiques sont généralement
localisées au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, tandis que les pro-apoptotiques

sont souvent localisées dans le cytosol. Le ratio entre protéines pro- et anti-apoptotiques, ainsi que
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leur oligomérisation conditionne I"évolution de la cellule vers la survie ou la mort par apoptose. En
réponse a un stimulus apoptotique, les protéines Bax et Bak sont transloquées du cytosol vers la
membrane mitochondriale externe ou elles s’oligomérisent et forment des pores. Cela provoque la
perméabilisation de la membrane mitochondriale, la perte du potentiel membranaire mitochondrial
et la diffusion du cytochrome c vers le cytosol (préalablement localisé au niveau de la chaine
respiratoire dans la membrane interne des mitochondries). Le cytochrome ¢ s’associe alors a la
caspase-9 et a Apaf-1. Le complexe ainsi formé est appelé apoptosome et permet I'activation de la
caspase-9. S’ensuit le recrutement et |'activation des caspases effectrices -3 et -7. De fagon
concomitante, des protéines apoptogénes comme Smac/DIABLO et Omi/HtrA2 sont aussi relarguées
hors de la mitochondrie. Dans le cytosol elles inactivent les protéines IAP (Inhibitor of Apoptosis

Protein) inhibitrices des caspases effectrices (Figure 32).
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Figure 32: Voie mitochondriale (intrinséque) de I'apoptose. L'activation de la voie intrinséque induit le relarguage de
différents facteurs apoptogénes dans le cytoplasme. L’activation des caspases fait suite a la formation de I'apoptosome. Elle
est rendue possible par I'inactivation des inhibiteurs des caspases (IAP). Modifiée d’aprés (Kroemer, Galluzzi, and Brenner
2007).
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Lorsque le processus de mort cellulaire par apoptose est déclenché spécifiquement par une
perte d’ancrage des cellules a leur matrice extracellulaire environnante, celui-ci est nommé anoikis
(signifie en grec « sans-abri »). L’anoikis peut-étre médiée par la voie intrinséque de I'apoptose ou,
dans certains cas, par la voie extrinséque. En effet, la perte d’adhérence a la matrice extracellulaire

entraine la suppression de I'inhibition des voies pro-apoptotiques (Figure 33).

32



Partie | : Les cancers de I'ovaire Etat de I'art

Matrice extracellulaire

Activateurs de I'apoptose

\@_id - §i-id @o} Bim)
=

o Protéines pro-
Bik) apoptotiques

Protéolyse P4
directe des
i cibles

Voie Voie
extrinséque intrinséque

Figure 33: Activation de l'anoikis. La perte d'ancrage a la matrice extracellulaire ou l'adhérence sur une matrice
inappropriée induit l'interruption des signaux de survie intégrines-dépendante. Les deux voies peuvent contribuer a
I'anoikis indépendamment ou en coopérant. Modifiée d’apres (Taddei et al. 2012).
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Comme l'ont décrit D. Hanahan et R. Weinberg, les cellules cancéreuses ont une forte
propension a résister a la mort cellulaire, notamment celle associée a I’activation des voies de survie

P13-Kinase/Akt et MAP-Kinase (Hanahan et Weinberg 2000 et 2011).

La PI3-Kinase (Phospholnositide 3-Kinase) est une sérine thréonine kinase qui phosphoryle
principalement des phospholipides et notamment des phosphatidylinositol phosphate (PIP). Une fois
activée, elle permet la phosphorylation du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PI2P) en
phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate (PIP3) (Hemmings and Restuccia 2012). La
sérine/thrénonine kinase B (PKB/Akt) est alors recrutée a proximité de la membrane plasmique au
niveau de PIP3 et activée par phosphorylation par PDK1 (Phosphatidylinositol 3-dependant kinase 1).
Une fois activée, la kinase Akt réprime I'expression de p53, un facteur de transcription activant
I’apoptose. L'activation d’Akt aboutit également a une augmentation de I'expression de génes codant
des protéines anti-apoptotiques telles que Mcl-1, Bcl-2 ou Bcl-x,. Enfin, elle peut également induire la
phosphorylation de Bak, Bax et Bad, des protéines pro-apoptotiques, inhibant ainsi leur activation et
donc I'apoptose. La phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homologue) exerce un rétrocontrole
négatif sur I'activation d’Akt, notamment, en déphosphorylant PIP3. Dans la plupart des cancers, des

altérations de la PI3-Kinase (mutation, surexpression du transcrit, surexpression de la protéine et/ou
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augmentation de son activité) et une sous-expression de PTEN sont souvent observées (Vivanco and

Sawyers 2002; Mitsiades, Mitsiades, and Koutsilieris 2004) .

Les MAP-Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinase) sont des sérine/thréonine kinases qui
s’activent en cascade (Plotnikov et al. 2011). Les MAP-Kinases activées phosphorylent une grande
variété de substrats, dont des facteurs de transcription. Il en résulte des réponses cellulaires variées
comme des modifications métaboliques, la prolifération cellulaire, I'apoptose ou encore des
mouvements cellulaires (Yang, Sharrocks, and Whitmarsh 2013). Plus particulierement, Erk-1/-2
(Extracellular signal-Regulated Kinase-1/-2) contrélent I’expression des génes de la cycline D1 et de
CdK (jouent un réle majeur dans la régulation du cycle cellulaire). Les voies JNK (c-Jun-N-terminal
Kinase) et p38 sont quant a elles principalement activées, en réponse aux stress environnementaux
(hypoxie, perte d’ancrage a la matrice, environnement inflammatoire, stress métabolique). En
fonction du contexte cellulaire et des cibles activées elles peuvent induire aussi bien la prolifération
que la différenciation et I'apoptose. Des mutations des protéines impliquées dans les voies de

signalisation des MAP-Kinases sont fréquemment observées dans les cancers (Dhillon et al. 2007).

De plus, il existe des interconnexions dynamiques et complexes entre les voies de signalisation
PI3-Kinase Akt et MAP-Kinase qui peuvent concourir a maintenir et amplifier le phénotype de

résistance a la mort cellulaire.

Enfin, les cellules cancéreuses subissent des modifications phénotypiques lors de transitions
épithélio-mésenchymateuses (TEM). Les cellules de phénotype initial épithélial acquiérent alors des
caractéristiques de cellules mésenchymateuses (pertes des jonctions cellulaires et acquisition d’un
phénotype migratoire). Il a été observé une activation de la voie de signalisation PI3-Kinase/Akt et
une surexpression des protéines de la famille Bcl-2 lors de la transition épithélio-mésenchymateuse

(An et al. 2015; Larue and Bellacosa 2005).

II1.3. Chimiorésistance des cancers ovariens

La chimiorésistance est définie comme la capacité des cellules cancéreuses a survivre a |'effet
cytotoxique des agents anticancéreux. Elle peut se manifester d’emblée, on parle alors de
chimiorésistance intrinseque. Dans d’autres cas, les traitements permettent d’obtenir une réponse
partielle ou incompléte, puis deviennent inefficaces au cours du temps. On parle de chimiorésistance
acquise. La perte de sensibilité des cellules cancéreuses ovariennes aux traitements a base de platine
est I'une des complications majeures des cancers ovariens. L. Galluzi et ses collaborateurs ont classé

en 4 catégories les mécanismes qui conduisent a I'apparition de cette chimiorésistance selon le
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moment ou ils interviennent dans la chaine de réponse du CDDP (Galluzzi et al. 2012; Galluzzi et al.

2014) (Figure 34).
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Figure 34: Mécanismes impliqués dans la résistance des cellules cancéreuses contre le cisplatine. Modifiée d'apres (Siddik

2003).

I11.3.1. Les événements précédant I'interaction entre ’'ADN et le CDDP (pre-target

resistance)

Deux mécanismes favorisent I'inhibition de I'effet cytotoxique du CDDP avant son interaction

avec I’ADN :

une diminution de la concentration de CDDP intracellulaire suite a une inhibition de
la diffusion facilitée par le transporteur de cuivre ou une augmentation de son efflux
par des transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette). Par exemple, la
surexpression d’ATP7A (un membre de la famille des protéines ABC) est associée a
un mauvais pronostic (Samimi et al. 2003).

et/ou une augmentation de la «séquestration» du CDDP par les thiols
intracellulaires. Par exemple le glutathion (GSH) est capable de réagir avec le CDDP
formant ainsi un complexe platine-GSH qui sera par la suite éliminé. Il a été montré
que la y-glutamylcystéine synthétase, enzyme responsable de la synthese de GSH, est

surexprimée dans les cancers ovariens (Li et al. 2009).
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I11.3.2. Les événements directement liés aux lésions induites par les adduits sur 'ADN
(on-target resistance)

La résistance des cellules cancéreuses au CDDP est directement liée a I'efficacité des systémes de
réparation des lésions de I’ADN et notamment du systeme de réparation NER (Nucleotide Excision
Repair) qui est composé de 17 protéines dont ERCC1 (Excision Repair Cross Complementation
group 1) et XPA (Xeroderma Pigmentosum protein A). Il a été montré que la surexpression de ERCC1
et XPA conféere aux cellules une chimiorésistance (Selvakumaran et al. 2003). D’ailleurs le niveau
d’expression de la protéine ERCC1 pourrait étre corrélé avec la résistance aux sels de platine (Welsh
et al. 2004). Le systeme MMR (Mismatch repair) reconnait les adduits mais ne répare pas ce type de
|ésion. Une signalisation pro-apoptique est alors enclenchée. Des mutations inactivatrices ou une
sous-expression de protéines appartenant au systeme MMR ont été détectées dans les cellules
résistantes au CDDP (Gifford et al. 2004). Enfin des mécanismes de recombinaisons homologues
peuvent contribuer a réparer les cassures dans la molécule d’ADN induite par le CDDP et ainsi

favoriser I'acquisition d’une chimiorésistance (Sakai et al. 2008).

I11.3.3. Les altérations des voies de signalisation activées en réponse aux lésions sur ’ADN
et qui conduisent a 'apoptose (post-target resistance)

La persistance d’adduits non réparés sur I’ADN déclenche une signalisation conduisant a la mort
cellulaire. La résistance « post-target » résulte d’altérations moléculaires de ces voies de
signalisation. Pour exemple, le géne tp53 est muté dans prés de 95 % des cancers ovariens de type Il.
La protéine p53 est un facteur de transcription impliquée dans le contréle de la progression du cycle
cellulaire et de I'induction de I'apoptose. Les mutations inactivatrices de p53 sont associées a une
diminution de I'expression des protéines pro-apoptotiques comme Bax. Dans ce cas, les cellules
cancéreuses résistent davantage aux traitements a base de sels de platine (Perego et al. 1996; Brown

et al. 1993) (Figure 35).
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Figure 35: Régulation de la voie de signalisation p53 par les cellules cancéreuses résistantes aux CDDP. Modifiée d’apres
(Siddik 2003).
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Par ailleurs, les protéines Erk-1/-2 sont surexprimées dans les cellules cancéreuses ovariennes
résistantes au CDDP (Lee, Yoon, and Kim 2007), tandis que I'expression d’Akt protége les cellules du
processus d’apoptose induit par le CDDP. En effet, La protéine Akt phosphoryle la protéine XIAP
(membre de la famille des IAP, (Cf 111.2.1 ; page 32) qui a son tour inhibe I'activation des caspases-3
(Asselin, Mills, and Tsang 2001). L’activation d’Akt induit également une diminution de I'expression
de Fas (Ohta et al. 2006). D’autre part, le maintien de I'expression de la protéine anti-apoptotique
Bcl-x, en coopération avec Mcl-1, confére un phénotype résistant aux cellules cancéreuses
ovariennes lorsqu’elles sont exposées au CDDP (Williams et al. 2005; Villedieu et al. 2007; Brotin et
al. 2010). Enfin, il a été démontré que la survivine, une protéine inhibitrice des caspases, est

surexprimée dans les cellules résistantes au CDDP (Ferrandina et al. 2005).

I11.3.4. Les événements liés aux mécanismes activés parallelement a la platination de
I’ADN (off-target resistance)

La sensibilité des cellules au CDDP peut-étre contrecarrée par une amplification des voies de
survie contribuant a une interruption du processus d’apoptose (Galluzzi et al. 2012). Ainsi, la protéine
ErbB2 (ou HER2 : Human Epidermal growth factor Receptor 2), fréquemment surexprimée dans les
carcinomes ovariens, délivrerait des signaux de survie via la kinase Akt et induirait I'arrét du cycle

cellulaire permettant la réparation des lésions de ’ADN (Hengstler et al. 1999).

I11.4. Propension des cellules cancéreuses ovariennes a disséminer dans la
cavité péritonéale

Outre, la chimiorésitance, la propension des cellules cancéreuses ovariennes a disséminer au sein
de la cavité péritonéale concoure a la récidive des cancers ovariens. Les cellules cancéreuses
ovariennes migrent et colonisent, par extension directe, les organes avoisinants (trompes de Fallope,
utérus). Les carcinomes ovariens présentent également un profil métastatique atypique et spécifique
lié a une dissémination transcoelomique. Plus de 70 % des patientes présentent des métastases
péritonéales dans les stades avancés de la maladie (Braicu et al. 2011). Ces métastases péritonéales
contribuent a la morbidité associée aux carcinomes ovariens. La dissémination transcoelomique est
souvent associée a I'accumulation de fluide dans la cavité péritonéale. Ces effusions malignes sont
appelées ascites (Cf Partie Il; page 66). Elles provoquent une augmentation de la pression
intra-abdominale, une distension des abdominaux, une sensation de satiété précoce qui conduit a
des carences alimentaires, une circulation sanguine mais aussi lymphatique altérée et une géne

respiratoire consécutive a la compression du diaphragme.

Les cellules cancéreuses ovariennes peuvent s’exfolier du foyer primaire de facon isolée ou sous

forme d’agrégats multicellulaires (AMC) et étre transportées passivement au sein des fluides

37



Partie | : Les cancers de I'ovaire Etat de I'art

péritonéaux et/ou des ascites vers le mésothélium péritonéal. L'épiploon (repli du péritoine)
constitue le site métastatique privilégié des cellules cancéreuses ovariennes (Sehouli et al. 2009)

(Figure 36).
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Figure 36: Dissémination des cellules cancéreuses ovariennes via les flux ascitiques. Les sites métastatiques préférentiels
des cellules cancéreuses ovariennes sont numérotés de 1 a 4. Ils se situent au niveau des flux ascendants et descendants
des fluides péritonéaux (fleches bleues). Les foyers tumoraux secondaires sont indiqués en rouge. Modifiée d’apres (Rizvi et
al. 2013).

La composition du microenvironnement péritonéal, notamment en termes de matrice

extracellulaire, participe au tropisme des cellules cancéreuses (Figure 37).
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Figure 37: Représentation schématique de la création d’un foyer métastatique secondaire par les cellules cancéreuses
ovariennes. (A) Structure de la paroi péritonéale, site privilégié des métastases ovariennes. (B) Amas de cellules
cancéreuses ovariennes « adhérant », envahissant et proliférant sur la paroi péritonéale aprés clairance du mésothélium.
Modifiée d’apres (Fuller and Howell 2014).
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Une fois implantées, et suite a des processus d’angiogenése et de lymphangiogeneése, les cellules

cancéreuses ovariennes peuvent également se propager a travers les vaisseaux lymphatiques vers les

ganglions ou emprunter la circulation sanguine pour coloniser des organes éloignés ; toutefois la

dissémination hématogeéne reste plus rare (Eisenkop and Spirtos 2001) (Figure 38).
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Figure 38: Modes de dissémination des cellules cancéreuses ovariennes du site primaire vers les sites secondaires. Les
cellules cancéreuses peuvent disséminer dans la cavité péritonéale par diffusion passive ou en empruntant la circulation

sanguine vers |'épiploon. Modifiée d'aprés (Pradeep et al. 2014).
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I. Généralités sur le microenvironnement
I.1. Biologie de la Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau dynamique de macromolécules enchevétrées

entre et autour des cellules. En plus de former une structure stable qui contribue aux propriétés

mécaniques des tissus et a I’ancrage des cellules, la MEC régule les comportements cellulaires tels
que la prolifération, I'adhérence, la migration, la différenciation ou la survie (Hynes 2009). En effet,
les molécules qui la constituent interagissent avec les cellules via les récepteurs d’adhérence
exprimés a la surface cellulaire. La matrice est, de plus, un réservoir de facteurs de croissance et de
molécules bioactives. Les propriétés biophysiques telles que la rigidité ou la déformabilité de la

matrice influencent également les fonctions cellulaires.

La MEC existe sous forme interstitielle, le stroma, ou sous forme plus fine et étroitement

associée a la face inférieure des cellules, la lame basale (Figure 39).
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Figure 39: Représentation schématique des deux types principaux de matrice extracellulaire. Modifiée d'apres
(Theocharis et al. 2015).

La MEC stromale est abondante et riche en fibres de collagéne et d’élastine. On y trouve de
facon éparse des fibroblastes qui synthétisent cette matrice, des cellules inflammatoires et des
vaisseaux sanguins. La lame basale est un feuillet d’une centaine de nanometre d’épaisseur.
Identifiée initialement au sein des tissus épithéliaux comme séparant les cellules épithéliales du tissu

conjonctif sous-jacent, les membranes basales sont également présentes autour des axones et des

41



Partie Il : R6le du microenvironnement dans la progression des cancers de |'ovaire Etat de I'art

cellules musculaires. Les constituants majeurs des lames basales sont le collagene de type IV, la

laminine, les protéoglycanes a héparane-sulfate et le nidogéne.

I.1.1. Le matrisome

Selon leur localisation tissulaire, leur structure et leur composition moléculaire, les matrices
extracellulaires sont uniques. Cependant, toute MEC est composée de protéines fibreuses, de
glycoprotéines structurales et de polysaccharides. En raison de son caractére insoluble, I'étude de la
MEC reste difficile. Toutefois, le séquencage complet du génome ainsi que I'accumulation de
connaissances sur les molécules matricielles ont permis a A. Naba et ses collaborateurs de dresser
une liste des composants du microenvironnement matriciel, regroupés sous le terme de matrisome
(Naba et al. 2012). Leurs travaux, basés sur des études protéomiques, démontrent que le matrisome
englobe deux catégories : les composants « core », constituants le cceur de la MEC et les molécules
associées ou affiliées. Ils ont établi que le coeur du matrisome est constitué de prés de 300 protéines,
soit 1 a 1,5 % du protéome. Parmi elles, 43 sont des collagenes, 35 sont les cores protéiques des
protéoglycanes et pres de 200 sont des glycoprotéines. Les protéases, les glycosydases, les enzymes
qui catalysent la formation des liaisons covalentes entre les macromolécules de la MEC, les facteurs

de croissance et les cytokines sont quant a eux qualifiées de molécules associées a la MEC.

o Les collagénes

Ce sont les protéines les plus abondantes de I'organisme. Les collagénes représentent pres de
30 % de la masse totale de protéines du corps humain. lls sont sécrétés principalement par les
fibroblastes. Les collagenes partagent une structure commune composée de 3 chaines
polypeptidiques a. Les collagénes peuvent étre homotrimériques avec 3 chaines a identiques ((a1)3)
ou hétérotrimériques avec 2 ((al)2a2) ou 3 chaines différentes (ala2a3).Les chaines a sont
composées d’une séquence peptidique répétitive, (Gly-X-Y)n, ou X et Y sont souvent une proline et
une hydroxyproline respectivement. Cette séquence favorise la formation de triples hélices stables,
caractéristiques des collagénes. A ce jour, 28 types de collagénes sont recensés selon leurs structures
et fonctions. Ils sont classés en sept groupes en fonction des assemblages supramoléculaires qu’ils

génerent :

e Les collagénes formant des fibres (collagénes de type I, II, Ill, V, XI, XXIV et XXVII): lls
ont pour caractéristique commune d’avoir un long segment ininterrompu en
triple—hélice avec la séquence (Gly-X-Y)n répétée sur toute la longueur. Le segment
peptidique est flanqué de domaines globulaires non-collagene (NC) aux extrémités

N- et C-terminales, éliminés par protéolyse. Les segments en triple hélice permettent
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I’association latérale de plusieurs molécules de collagénes sous forme de fibrilles puis
de fibres. Ces dernieres sont les éléments structuraux majeurs des tissus conjonctifs

(Figure 40).
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Figure 40: Assemblage des triples hélices a. Modifiée d'apres (Theocharis et al. 2015)

Les collagenes FACITs (Fibril-associated collagens with interrupted triple helices)
(collagénes de type IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI et XXII) : Ces collagénes contiennent
une alternance de domaines en triple hélice et de domaines NC, ce qui leur confere
une certaine flexibilité. lls ne s’associent pas en fibrilles mais participent a
I"assemblage des collagenes fibrillaires entre eux ou avec d’autres molécules de la
matrice (Eyre 2002) (Figure 41).

Collagéne XI

= Collagénell
= Collagene IX

Figure 41: Fibrille de collagéne hétérotypique composée des types Il et Xl. Le collagéne de type IX
appartient au groupe des FACITs. Il possede des domaines NC qui lui conferent sa flexibilité. Il est
associé a la surface des fibrilles. De (Eyre, Weis, and Wu 2008).

Les collagénes formant des réseaux (collagenes de type IV, VIII et X) : Ces collagenes
possedent plusieurs interruptions dans la triple hélice. Outre leur flexibilité, ils
s’associent entre eux et forment des réseaux. lls peuvent également interagir avec
d’autres macromolécules matricielles et créer des complexes multimoléculaires
comme celui entre le collagene IV, la laminine et le nidogéne dans les lames basales.
Ces collagénes jouent notamment un réle dans la filtration des molécules (Figure

42).
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Figure 42: Assemblage des collagénes formant des réseaux. Modifiée d'aprés (Theocharis et al. 2015)

e Les collagenes MACITs (membrane-associated collagen with interrupted triple
helices) (collagénes de type XlI, XVII, XXl et XXV): Ces collagénes sont
transmembranaires avec un large domaine extracellulaire collagénique et un
domaine intracellulaire court. lls interviennent dans I'adhérence cellulaire(Franzke et
al. 2003).

e Les fibrilles d’ancrage (collagene de type VII) : Ce collagéene est formé d’'un domaine
central collagénique interrompu par un court domaine NC et flanqué de domaines
NC aux extrémités N- et C-terminales. Deux molécules de collagene de type VIl se
dimérisent pour former des fibrilles d’ancrage permettant de connecter lame basale
et stroma (Kadler et al. 2007).

e Les «filaments perlés » (collagénes de type VI, XXVI et XXVIII): Ces collagénes
forment des tétrameres qui se connectent entre eux au niveau de leurs extrémités
globulaires, formant ainsi des filaments perlés avec des billes de 25 nm alignées tous
les 100 nm (Sato et al. 2002).

e Les multiplexines (collagénes de type XV et XVIII) : ces collagénes peuvent porter des
chafines de glycosaminoglycanes et possedent un domaine NC en C-terminal de type
endostatine. La libération protéolytique de ce fragment contribue a réguler

I’angiogenese.

e Les protéoglycanes

Les protéoglycanes (PGs) sont constitués d’un coeur protéique (10 a 400 000 kDa) sur lequel sont
greffées une ou plusieurs chaines latérales de glycosaminoglycanes (GAGs) sulfatées, identiques ou
différentes. Les GAGs sont de longs polymeres dont les poids moléculaires varient. En effet, ils sont
constitués d’unités répétées de disaccharides, principalement composées d’hexosamines N-acétylés
(N-acetylglucosamine ou N-acetylgalactosamine) et d’acide D-/L-hexuronique (acide D-glucuronique

ou acide L-iduronique). Les GAGs sont liés au core protéique via des résidus sérine.
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On distingue différents PGs selon la nature des GAGs qui les composent. Les chondroitine-sulfate
(CSPG) sont constitués d’acide glucuronique et de N-acétyl-galactosamine et les dermatane-sulfate
(DSPG) sont constitués d'acide L-iduronique et de N-acétyl-galactosamine. Les héparane-sulfate
(HSPG) sont des répétitions de disaccharides de glucosamine, d’acide glucuronique et iduronique. Les
kératane-sulfate (KSPG) sont constitués uniquement de D-galactose. En outre, on distingue
également I'acide hyaluronique qui existe sous forme libre ou lié a un core protéique de facon
non-covalente. Il est constitué de répétitions de disaccharides (acide D-glucuronique et N-acetyl-

D-glucosamine) et n’est pas sulfaté (Afratis et al. 2012).

Les PGs different également dans leur localisation qui peut étre extracellulaire, intracellulaire,
transmembranaire ou péricellulaire. D’autre part, ils peuvent étre ubiquitaires ou tissus-spécifiques

(lozzo and Schaefer 2015) (Figure 43).
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Figure 43: Diversité de structure et de localisation des protéoglycanes. Les PGs sont des macromolécules composées d’un
core protéique (marron) et d’'une ou plusieurs chaines GAG, chondroitine, dermatane-sulfate (jaune) ou héparane-sulfate
(bleu). Modifiée d’aprés (Esko, Kimata, and Lindahl 2009).

Enfin, la nature a la fois osidique et protéique des PGs leur permet d’interagir avec de nombreux
constituants de la MEC ou des composants cellulaires. Ainsi, les PGs assurent des fonctions
structurales et fonctionnelles au sein des tissus. Pour exemple, les PGs transmembranaires peuvent
étre des co-récepteurs des intégrines ou des récepteurs a activité tyrosine-kinase retrouvés a la
surface des cellules et contribuer a ce titre a la signalisation cellulaire. En outre, les PGs sont tres
hydrophiles. lls séquestrent des molécules d’eau et des cations divalents, ce qui favorise
I’hydratation des tissus. Enfin, ils interagissent avec des facteurs de croissance, cytokines,
chimiokines et des morphogenes, jouant ainsi un réle de réservoir de molécules « bioactives » au

sein des tissus.

o Les glycoprotéines adhésives

En plus des collagenes et des PGs qui influencent I'architecture et I’hydratation de la MEC, le
matrisome compte prés de 200 glycoprotéines. Elles interviennent dans les interactions entre les

macromolécules matricielles, dans I'adhérence des cellules et dans la signalisation cellulaire. Les
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glycoprotéines sont capables de fixer des facteurs de croissance pour moduler leur biodisponibilité.
Elles peuvent étre insolubles incorporées dans les matrices ou circulantes. Les laminines font partie
des glycoprotéines adhésives les plus étudiées. Elles sont les composants majoritaires des lames
basales, ou elles forment un réseau par auto-assemblage. Parmi les glycoprotéines circulantes on
retrouve principalement celles intervenant dans I’hémostase comme le facteur de Von Willebrand ou
le fibrinogéne. Enfin des glycoprotéines comme la fibronectine ou la vitronectine peuvent étre
retrouvées a la fois sous une forme soluble dans les liquides biologiques tel que le plasma ou

incorporées dans les matrices extracellulaires (Hynes 2009).

I.1.2. La fibronectine

La fibronectine (Fn), du latin fibro- fibre, necto- adhérer, est une glycoprotéine dimérique
ubiquitaire de 500 kDa environ. Elle est issue d’'un géne unique, fn1, dont I'épissage alternatif génére
20 isoformes différentes qui ont des réles et des localisations différents (Schwarzbauer 1991). La (les)
fibronectine(s) est (sont) composée(s) de deux sous-unités homologues, d’un poids moléculaire
compris entre 230 et 270 kDa. Elles sont reliées entre-elles a I'extrémité C-terminale par des ponts
disulfures (Hynes 1990). Chacun des monomeéres de fibronectine est constitué par une succession de
domaines protéiques particuliers : 12 modules de type |, 2 modules de type Il et 15 a 17 modules de
type Il (Hynes and Yamada 1982). Les domaines EDA (Extradomaine de type A), EDB (Extradomaine

de type B) et llICS ou V (type Ill connecting segment) sont les sites d’épissages alternatifs (Figure 44).
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Figure 44: Structure d'un monomeére de fibronectine. Les sous-unités de fibronectine sont composées de modules de type |
(ovale marron), de type Il (rond jaune) et de type Il (carré rose). EDA, EDB et IIICS sont les sites d’épissages alternatifs
(carrés jaunes). Modifiée d’apres (To and Midwood 2011).

La succession de plusieurs modules définit des régions fonctionnelles permettant notamment

I'interaction de la fibronectine avec de nombreux partenaires moléculaires et cellulaires.

Parmi ces domaines fonctionnels on retrouve notamment, le domaine situé a l'extrémité
N-terminale (Fn l,4) qui confere a la molécule de fibronectine une affinité pour divers ligands
matriciels tels que le collagene, I'héparine ou encore la fibrine. Le domaine de liaison central

(Fn 1ll,.1,) contient notamment les sites de reconnaissance par les récepteurs d’adhérence de type
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intégrines, en particulier la séquence RGD. Enfin, on trouve un domaine de liaison aux chaines de

GAGs des protéoglycanes (Fn lll1,.14) situé a I'extrémité C-terminale (Pankov 2002) (Figure 45).
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Figure 45: Domaines fonctionnels de la fibronectine et sites de liaison des molécules matricielles et des récepteurs
cellulaires. Modifiée d'apres (To and Midwood 2011).

La fibronectine est soumise a des modifications post-traductionnelles de type phosphorylation
sur les résidus sérines/thréonines et sulfatation sur les résidus tyrosine. La fibronectine est aussi N-
et/ou O-glycosylée. Les glycosylations représentent jusqu’a 5 % de son poids moléculaire (Poulouin
2002). Les profils de glycosylation de la fibronectine sont différents en fonction du stade de
développement et/ou des conditions physiopathologiques. A titre d’exemple, I'expression de la
fibronectine O-glycosylée est détectée dans les tissus tumoraux adultes en association avec les

transitions épithélio-mésenchymateuses (Freire-de-Lima et al. 2011).

La fibronectine est synthétisée et sécrétée dans le plasma par les hépatocytes a la concentration
de 300 pg/mL. Cette fibronectine plasmatique (Fn,) ne contient pas les domaines EDA et EDB. Elle est
également retrouvée dans les fluides biologiques tels que les urines ou encore le liquide amniotique.
La fibronectine peut également étre retrouvée dans des fluides pathologiques comme I’ascite (Fn
ascitique ou Fn,y) (Carduner et al. 2013). La fibronectine « déposée » en fibrilles insolubles dans les
matrices extracellulaires (Fn cellulaire ou Fn/) est synthétisée par différents types cellulaires,
notamment, les fibroblastes, les chondrocytes ou les cellules endothéliales. La Fn. contient les
domaines EDA et EDB dans des proportions variables, ainsi que le IlICS (Tressel et al. 1991).
F. Moretti et ses collaborateurs ont démontré que la Fn, peut diffuser dans les tissus et étre

incorporée dans la matrice extracellulaire sous forme fibrillaire (Moretti et al. 2007).
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Dans les matrices extracellulaires, la fibronectine forme un réseau dense de fibres
interconnectées entre elles de quelques nanometres a quelques micrometres de diameétre et
quelques micrometres de longueur. Ces fibres correspondraient a I'assemblage de plusieurs
dizaines/centaines de molécules de fibronectine. Ce processus d’assemblage, ou fibrillogenése, se
déroule en plusieurs étapes et est dépendant de l'interaction fibronectine-cellules. Les principaux
récepteurs cellulaires de la fibronectine, les intégrines a5B1, reconnaissent spécifiquement la
séquence RGD présente dans le module Fn llly, (Sottile and Wiley 1994). La liaison de la fibronectine
avec les intégrines induit un phénomene de regroupement des intégrines a5B1, ce qui génere une
augmentation de la concentration locale en fibronectine. Cela facilite les interactions fibronectine-
fibronectine. La partie cytoplasmique des intégrines interagit avec les filaments d’actine qui exercent
des forces de tension et induisent une translocation des intégrines de la périphérie vers le centre des
cellules. Cela permet le dépliement des molécules de fibronectine et I'exposition des sites d’auto-
assemblage cryptiques, préalablement enfouis, aboutissant ainsi a la formation de fibrilles

(Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003) (Figure 46).
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Figure 46: Processus de fibrillogenése de la fibronectine. (A). La fibrillogenése est initiée dés lors que les diméres de Fn
solubles interagissent avec des récepteurs d’adhérence, généralement des intégrines. (B) Les dimeres de Fn dépliés
interagissent avec d’autres récepteurs et les dimeres de Fn a proximité s’auto-assemblent. (C) Les récepteurs se regroupent
en cluster et forment des complexes de signalisation qui induisent la réorganisation du cytosquelette d’actine. Cela
provoque des forces de tension. A terme, les molécules de Fn sont trés étirées et leurs sites cryptiques rendus accessibles
leur permettent d’interagir avec d’autres types de molécules matricielles. Les PGs transmembranaires recrutent des
molécules de Fn plus éloignées vers la périphérie des cellules. Modifiée d'apres (Aziz-Seible and Casey 2011).

Au sein des matrices extracellulaires, la fibronectine régule la stabilité et I'architecture matricielle
via sa capacité a interagir avec de multiples molécules matricielles. Elle favorise également le dépo6t
et I'assemblage de diverses macromolécules dans la matrice extracellulaire, comme par exemple la
tenascine (Sottile and Hocking 2002). De plus, les fibrilles de fibronectine constituent un support
structural pour I'adhérence des cellules et les interactions consécutives qui s’établissent induisent la

transduction de signaux. La fibronectine régule les comportements cellulaires tels que la survie, la
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prolifération, la différenciation ou encore la migration cellulaire (Scott et al. 2015). Ainsi, la
fibronectine contribue a différents processus physiologiques comme I'embryogenése, la coagulation,
la cicatrisation, ou pathologiques comme les fibroses ou le développement tumoral. Enfin la
fibronectine interagit avec des cytokines comme le TGF-B, modulant ainsi leur biodisponibilité

(Fontana et al. 2005).

I.1.3. La vitronectine

Le nom vitronectine (Vn) dérive du latin vitro- verre, necto- adhérer. En effet, lors de sa
découverte, la vitronectine a été décrite comme une protéine adhésive favorisant I'attachement et
I’étalement des cellules primaires sur des supports en verre (Holmes 1967). La vitronectine est une
glycoprotéine synthétisée par les hépatocytes et sécrétée dans le plasma (Vn plasmatique ou Vn,) a
une concentration d’environ 300 pg/mL (lzumi, Yamada, and Hayashi 1989). On la retrouve
également dans d’autres fluides corporels et sous une forme insoluble dans les matrices
extracellulaires, sécrétées par d’autres types cellulaires comme les cellules endothéliales ou encore

les cellules cancéreuses ovariennes (Seiffert 1997; Carreiras et al. 1999a).

La vitronectine est une glycoprotéine de 75 kDa multifonctionnelle. Plusieurs ponts disulfures,
localisés au niveau des domaines N- et C-terminaux stabilisent la protéine. Le pont disulfure entre les
résidus cystéines 274 et 453 relie les deux fragments endogenes de 10 et 65 kDa : Vn-10 et Vn-65,
respectivement. Dans le plasma, la vitronectine peut étre retrouvée sous la forme d’une seule chaine

de 75 kDa ou deux chaines de 65 et 10 kDa.

Elle contient au moins deux sites de sulfatation, de multiples sites de phosphorylations et trois
sites de glycosylation. La portion de carbohydrates représente environ 30 % de la masse moléculaire

totale de la glycoprotéine.

La vitronectine est composée de plusieurs domaines fonctionnels. Le domaine somatomédine-B
(SMB) a I'extrémité N-terminale est le site d’interaction entre la vitronectine avec d’une part, le
récepteur de l'urokinase (uPAR) et d’autre part I'inhibiteur de I'urokinase PAI-1 (Seiffert 1997). A
proximité du domaine SMB, on trouve la séquence RGD reconnue par les récepteurs cellulaires de
type intégrine. Les principaux récepteurs de la vitronectine sont les intégrines de la famille av,
particulierement l'intégrine avp3. Toutefois, elle est également reconnue par les intégrines avpl,
avB5, avp6, avp8 et allbB3 (Felding-Habermann and Cheresh 1993). Le domaine central, chargé
négativement et contenant des répétitions du motif hémopexine-like interagit avec le complexe
thrombine-antithrombine lll. Enfin le domaine C-terminal chargé positivement contenant également

des motifs hémopexine-like est le site de liaison a I’héparine. Il est également impliqué dans les
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interactions entre la vitronectine et le collagene, les GAGs, le plasminogéne et des composants du
systeme du complément (Milis et al. 1993). Des interactions ioniques s’établissent entre le domaine
central et le domaine de liaison a I'héparine et conférent a la vitronectine sa structure

tridimensionnelle (Figure 47).

Domaines Hémopexine-like

Ponts disulfures Glycosylations
alternatifs

g 100 150 il 250 I 150 A0 45
| \ | |

ous-unité 65 kDa (V65)

Peptide
signal

Domaine Sous-unité de 10 kDa (V10)

somatomédine-B like

Séquence RGD
(adjacente au domaine
SMB-like)

Figure 47: Structure de la vitronectine. Modifiée d’apres (http://www.sigmaaldrich.com).

Dans le plasma, la Vn, est retrouvée sous forme de monomeres compacts et solubles. Sous cette
conformation le domaine de liaison a I’héparine et la séquence RGD sont masqués (conformation
native). En conséquence, elle présente peu d’affinité avec d’autres molécules ou avec les cellules.
Quand elle est incorporée dans la matrice extracellulaire, les sites masqués sont exposés. Dans cette
conformation « dénaturée », la vitronectine forme des multimeéres et est insoluble (Stockmann et al.
1993). Les deux conformations de la vitronectine ont des activités biologiques distinctes (Preissner

1991).

La vitronectine est une protéine « matricellulaire », c’est-a-dire qu’elle module les interactions
entre d’autres protéines matricielles et les récepteurs cellulaires et que ses fonctions propres sont
dépendantes des liaisons qu’elle établit avec ces diverses molécules (Murphy-Ullrich and Sage 2014).
En effet, ces interactions induisent des changements conformationnels de la vitronectine et
I'assemblage de complexes hétérogénes multimoléculaires (Stockmann et al. 1993). Ainsi, la
vitronectine joue un rdle dans I'adhérence, I’étalement et la migration des cellules (Cherny, Honan,
and Thiagarajan 1993; Huang et al. 1998). Elle régule la dégradation protéolytique de la matrice

extracellulaire en interagissant avec des composants du systéme uPA/uPAR (urokinase Plasminogen
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Activator/urokinase Plasminogen Activator Receptor). Enfin, elle interagit avec les éléments du
complément. A ce titre, la vitronectine a un réle pléiotrope dans différents processus physiologiques
et pathologiques. Elle est notamment impliquée dans les processus hémostatique et immunitaire. En
réponse a une blessure, la vitronectine contribue a la formation du thrombus (Reheman et al. 2005).
Elle stabilise I'occlusion des vaisseaux altérés, intervient dans la réponse inflammatoire et dans la

réponse immunitaire (Sheehan et al. 1995; Podor et al. 2002) (Figure 48).
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Figure 48: Fonctions biologiques majeures de la vitronectine. La vitronectine est une glycoprotéine matricellulaire dont les
fonctions sont dépendantes des interactions effectuées avec d'autres molécules. Modifiée d'aprés (Schvartz, Seger, and
Shaltiel 1999).

I.1.4. La dynamique de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est un compartiment dynamique. Sa composition et son organisation
sont modifiées en permanence dans le temps et dans |'espace. En effet, les molécules matricielles
sont régulierement synthétisées, « déposées » et incorporées dans les réseaux matriciels. Leurs
conformations peuvent étre modifiées et elles peuvent étre dégradées par des protéases et des

glycosidases.

La production et le dépot des molécules matricielles sont des processus cellulaires contrélés qui
se font en réponse a divers signaux tels que les facteurs de croissance. En retour, le dép6t de ses
molécules dans les réseaux matriciels contribue au déroulement de processus physio-pathologiques.
Par exemple, la production transitoire de fibronectine est observée lors du développement
embryonnaire et de I'angiogenese (Kostourou and Papalazarou 2014). Au contraire, une
accumulation fibrillaire anormale de collagéne IV a notamment été observée dans différents types de

tumeurs (Ji et al. 2013).

Les molécules matricielles possedent des sites d’interaction avec de nombreux partenaires
(autres protéines de la matrice extracellulaire, récepteurs cellulaires de type intégrines...) ou des
domaines possédant une activité biologique propre. Ces régions bioactives peuvent étre enfouies et

masquées dans la conformation native des molécules. Des modifications conformationnelles, des
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interactions avec d’autres partenaires ou la protéolyse des molécules matricielles entrainent
I’exposition de ces sites cryptiques. Ainsi exposés, ils présentent une activité biologique différente de
la molécule native. Pour exemple, I'anastelline est un fragment issu de la fibronectine, présentant
une activité anti-angiogénique (Neskey et al. 2008). D’autre part, la dégradation protéolytique de

constituants matriciels peut libérer des facteurs de croissance préalablement piégés.

Le remodelage matriciel est contrélé, d’une part, par des enzymes liantes, comme la
lysyl-oxydase et la transglutaminase, qui créent des pontages covalents rigidifiant la MEC, et d’autre
part, par des enzymes dégradantes, dont les protéases. Ces enzymes sont nombreuses et ont des
modes d’action variés. On peut notamment citer, les MMPs (Matrix Metalloproteinases). Ce sont des
endoprotéases zinc-dépendantes. Cette famille est composée de 23 membres. Bien que la plupart
des MMPs sont sécrétées, certaines sont transmembranaires et sont appelées MT-MMPs (MMP-14,
-15,-17, -23, -24 et -25). Les MMPs sont sécrétées sous forme de précurseurs inactifs. Une fois que le
pro-domaine auto-inhibiteur masquant le site catalytique est clivé, les MMPS sont sous forme active

(Page-McCaw, Ewald, and Werb 2007) (Figure 49).

1.MMPs avec une structure basique 2. MMPs avec domaine Fibronectine
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Figure 49: Structure des MMPs. a.Les métalloprotéinases matricielles sont exprimées sous formes inatives (pro-MMPs). b.
la forme active résulte de clivages successifs du pro-domaine des MMPs. (1). La plupart des MMPs ont une structure
commune conservée au cours de I"évolution : un pro-domaine, un domaine catalytique, un motif charniére et un domaine
hémopexine. (2). Les MMP-2 et MMP-9 possedent trois répétitions de type Fn Il dans leur domaine catalytique. (3). Les
MT-MMPs sont liées a la membrane plasmique soit par un domaine transmembranaire soit par une ancre GPI
(glycosylphosphatidylinositol) attachée au domaine hémopexine. (4). Les MMPs avec une structure minimale ne possédent
pas de motif flexible et de domaine hémopexine. Modifiée d'apres (Page-McCaw, Ewald, and Werb 2007).

Les MMPs dégradent la plupart des molécules de la matrice. Leur activité est régulée par des
inhibiteurs tissulaires de MMPs (TIMPs : Tissue Inhibitor of Metalloproteinase). Chaque MMP peut
avoir un spectre de substrats restreint ou au contraire tres large. Elles peuvent coopérer entre elles

pour dégrader une molécule matricielle ou pour s’activer mutuellement. Certains facteurs de
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croissance et leurs récepteurs peuvent également étre la cible des MMPs. L'ensemble de ces

éléments confere aux MMPs des rdles pléiotropes.

D’autres familles d’enzymes peuvent également dégrader les molécules matricielles comme les
cathepsines, les sérines-protéases de type uPA (urokinase Plasminogen Activator), les ADAMs (a
Disintegrin and metalloproteinase) et les ADAMTs (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs), ou encore les sulfatases et hyaluronidases qui ciblent plus particulierement

les protéoglycanes et I'acide hyaluronique.

I.2. Interactions cellules-matrice extracellulaire

L'adhérence des cellules sur la MEC nécessite la présence de récepteurs cellulaires exprimés a la
surface des cellules. Ces récepteurs transmembranaires possédent un domaine extracellulaire en
interaction avec les ligands matriciels et un domaine cytosolique interagissant avec des protéines
adaptatrices, de structure et de signalisation, en contact avec le cytosquelette. Bien que certains
protéoglycanes, notamment de la famille des syndécanes, remplissent ce role, les principaux

récepteurs d’adhérence sont les intégrines.

1.2.1. Structure et classification des intégrines

Les intégrines sont des récepteurs cellulaires hétérodimériques composés de 2 sous-unités a et

B, associées de facon non-covalente.

A ce jour, 18 sous-unités a et 8 sous-unités B ont été répertoriées. Leur combinaison génére 24
intégrines différentes. Elles sont classées par « familles» en fonction des combinaisons des
sous-unités, des séquences reconnues ou selon la nature de leurs ligands. Certaines sous-unités B
peuvent s’associer avec plusieurs sous-unités a, c’est notamment le cas de la sous-unité B1. De
méme, certaines sous-unités a peuvent s’associer avec plusieurs sous-unités 3, comme les sous-
unités a6 ou av. Au contraire, certaines sous-unités a ne peuvent s’associer qu’avec une seule
sous-unité B, c’est le cas de I'intégrine a5B1, qui est le récepteur spécifique de la fibronectine (Figure
50). Ces différentes combinaisons conférent aux intégrines leurs spécificités de liaison, fonction et

localisation.

53



Partie Il : R6le du microenvironnement dans la progression des cancers de |'ovaire

Etat de I'art

Plaquettes

Figure 50: Classification des intégrines. Modifiée d’aprés (Hynes and Naba 2012).
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Les intégrines interagissent avec les ligands matriciels via des séquences spécifiques et peuvent

étre classées en fonctions des séquences reconnues (Tableau 2Erreur ! Source du renvoi

introuvable.).

Séquences peptidiques Intégrines Ligands
a5B1, a8B1, avp3, avpl, avps, avps, Fn, Vn,
RGD (Arg-Gly-Asp) avps, allbp3 Collagenes
GFOGER (Gly-Phe-hydroxyPro-Gly- alpl, a2B1, al0pfl et allpl Collagenes
Glu-Asp)
LDV (Leu-Asp-Val) adpl Fn

Tableau 2: Séquences peptidiques portées par les ligands matriciels et reconnues par les intégrines

1.2.2. Intégrines et signalisation

Les intégrines assurent la transmission de signaux de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule

« outside-in », mais également, de I'intérieur vers |’extérieur des cellules « inside-out».

La présence de cations divalents tels que le calcium (Ca**) ou le magnésium (Mg*) sont

indispensables a l’activation des intégrines. En absence de ces ions, les intégrines ont une

conformation fermée et inactive, de faible affinité pour les ligands matriciels. La liaison des cations

sur les intégrines ainsi que les interactions entre leurs domaines intracellulaires et les molécules

cytoplasmiques et I'actine permettent un « switch conformationnel » vers une conformation ouverte

(Figure 51). En effet, le cytosquelette et les protéines associées controlent I'affinité des intégrines

pour leurs ligands extracellulaires via la signalisation inside-out.

54




Partie Il : R6le du microenvironnement dans la progression des cancers de |'ovaire Etat de l'art

Fermé Intermédiaire Ouvert
Etat inactif Faible affinité Etat actif
Faible affinité pour les ligands Forte affinité pour les ligands

Figure 51: Les différents états d'activation des intégrines. (A) Conformation fermée, les deux sous-unités sont proches
'une de l'autre, Iintégrine est inactive et présente une faible affinité pour les ligands. (B) Dans la conformation
intermédiaire, les sous-unités sont proches et étendues, mais I'affinité avec le ligand est faible. (C) Dans la conformation
ouverte les domaines cytoplasmiques et transmembranaires sont éloignés, I'affinité des intégrines pour les ligands est
élevée. Modifiée d’apres (Evans et al. 2009).

La taline et les kindlines sont impliquées dans ce processus. Elles font le lien entre le
cytosquelette d’actine et le domaine cytoplasmique des sous-unités B facilitant ainsi I'acquisition de
leur conformation active (Campbell and Humphries 2011). Dans cette conformation ouverte, les deux
sous-unités o, et B sont éloignées I'une de I'autre et la téte extracellulaire se déploie. Cela libére une
cavité entre les deux sous-unités a et § dans laquelle s’insére le ligand (Arnaout, Mahalingam, and

Xiong 2005) (Figure 52).

Intégrines
Conformation ouverte
=> Forte affinité pour les ligands

Aations divalents
Signalisation
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£\,
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Actine

Figure 52: Signalisation inside-out des intégrines. Modifiée d'apres (Bottcher and Fassler 2014).
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L'interaction des intégrines avec des macromolécules de la matrice extracellulaire permet
d’initier une signalisation outside-in qui aboutit a la modulation du comportement cellulaire. La
fixation du ligand sur les intégrines s’accompagne d’un regroupement de plusieurs intégrines (cluster
d’intégrines) et de la séparation des domaines transmembranaires et cytoplasmiques des sous-unités
o et B. Ces derniéres, dépourvues d’activité enzymatiques intrinseques interagissent avec des
molécules intracellulaires de structure, comme la vinculine, la taline ou la paxiline et des molécules
de signalisation comme FAK (Focal Adhesion Kinase) ou Src (Kanchanawong et al. 2010). Ces
complexes multimoléculaires, ou adhésions focales, sont des transducteurs qui convertissent les
informations mécaniques du microenvironnement (composition biochimique, topographie et aussi

rigidité) en signaux biologiques (Geiger, Spatz, and Bershadsky 2009) (Figure 53).
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Figure 53: Adhésions focales. (A) Les adhésions focales font le lien physique entre le compartiment extracellulaire (MEC) et
intracellulaire. (B) Représentation schématique de la structure et de la composition des adhésions focales. Quand les
intégrines sont liées a la MEC, elles recrutent, d’une part, des molécules de signalisation telles que FAK et Src (orange) et
d’autre part, des molécules de structure (jaune) liées au cytosquelette. (C) Les fibres de tension (actine) se développent a
partir des contacts focaux et dont la position coincide avec le marquage de la paxiline. Modifiée d’aprés (Seong, Wang, and
Wang 2013).
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I.3. Signalisation MEC-dépendante

Le recrutement de protéines cytosoliques suite a linteraction cellules-MEC via le cluster
d’intégrines, initie différentes voies de signalisation, dont celles des FAK/MAP-Kinases, celles des

PI3-Kinase/AKT et celles des PKC (Cf Partie | ; page 33) (Figure 54).

Stimuli Rigidité des tissus Ligands matriciels Facteurs de croissance
o
Voies de
signalisation PI3K  Src FAK  Src FAK FAK
ILK FAK Cas FAK Crk Paxillin
TORC2 Ras Cik p190  Dock180 Pix/GIT
Akt ERK Jnk RhoA Rac1 Rac1
Cdc42
Réponse a \Xl . = d D i)
courts termes gulation urnoverdes ynamique de
Expression de génes cycle  adhésions focales V'actine
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\
Réponse a . i A Eah : i ‘ g
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Figure 54: Voies de signalisation potentiellement activées par les intégrines et réponses des cellules. En réponse a des
stimuli émanant de la MEC, les intégrines se lient aux macromolécules matricielles et sont activées. Plusieurs voies de
signalisation peuvent étre activées. Elles influencent certains évenements cellulaires a moyen terme ou modifient les
comportements cellulaires a longs termes. De (http://www.mechanobio.info).

L’activation de ces voies aboutit a I'expression de génes, a des réarrangements du cytosquelette,
a des cycles d’assemblage/désassemblage des adhésions focales ou encore a I'influx de messagers
biochimiques (ouverture des canaux ioniques). Dans certains cas, des récepteurs a activité tyrosine
kinase sont associés aux intégrines et exercent une action synergique sur la signalisation

intracellulaire.

Les signaux émanant de la matrice sont intégrés par les cellules pour induire des réponses
adaptées aux propriétés du microenvironnement, a une localisation et un temps donné : I'adhérence
et I'étalement correspondent aux processus par lesquels les cellules s’attachent a leur support. Cet
ancrage favorise la survie cellulaire (Bruckert et al. 2002; Chamaraux et al. 2008; Socol et al. 2010).
Suite a leur adhérence, les cellules acquierent une morphologie, c’est-a-dire une forme qui est
caractéristique de chaque type cellulaire. La différenciation correspond au processus par lequel une

cellule acquiert un phénotype et une fonction spécifique d’un type cellulaire (Keller 2005). Suite a
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leur adhérence et différenciation, la prolifération permet aux cellules de se multiplier. Enfin, la
migration correspond au processus qui permet aux cellules de se déplacer en fonction des propriétés

du microenvironnement matriciel (Petrie, Doyle, and Yamada 2009).

La modulation de ces comportements cellulaires aura des répercussions sur les processus
physiologiques et pathologiques. Par exemple, la prolifération et la migration cellulaire sont
primordiales dans la mise en place des différents tissus lors du développement embryonnaire. Dans
les tissus adultes, une dérégulation de ces deux comportements mene a des processus pathologiques

comme le développement tumoral.

II. Le microenvironnement tumoral

I.1. La théorie de la mutation somatique et la théorie du champ
d’organisation tissulaire

La théorie de la mutation somatique (TMS) a longtemps permis de décrire le cancer comme un
processus cellulaire autonome résultant de I'accumulation de mutations successives dans les genes
codant pour des protéines proto-oncogenes ou suppresseurs de tumeurs. Le développement des
cancers serait le résultat de la sélection de cellules ayant acquis des anomalies génétiques et
épigénétiques leur conférant de nouvelles propriétés comme l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de
prolifération, I'’échappement a la sénescence réplicative, a I'apoptose ou a la réponse immune, la
capacité a induire lI'angiogenese et la capacité d’invasion et de dissémination a distance des cellules

cancéreuses (Douglas Hanahan and Weinberg 2011) (Cf Partie | ; page 28).

Cependant la croissance tumorale est encore plus complexe. En effet, les foyers tumoraux
peuvent s’apparenter a des « organes » car ils sont composés de cellules génétiquement altérées, les
cellules cancéreuses, et d’'une population hétérogene de cellules provenant de différents tissus
(fibroblastes, cellules immunitaires, cellules endothéliales, etc) enchassée dans une matrice
extracellulaire formant le stroma tumoral (Hu and Polyak 2008). La théorie du champ d’organisation
tissulaire (ou TOFT : Tissue Organization Field Theory) se fonde sur le principe que la carcinogenése
se produit a I'échelle du tissu et non plus seulement a I'échelle cellulaire. Elle propose que le
microenvironnement tumoral, notamment le stroma soit le siege de modifications induites par des

agents carcinogénes (Soto and Sonnenschein 2004) (Figure 55).
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Figure 55: Carcinogéneése selon la théorie du champ d'organisation cellulaire. Une exposition a un ou plusieurs agents
carcinogénes perturbe la communication entre les cellules et le stroma sous-jacent. Il en résulte I'apparition d’anomalies et
d’altérations dans le stroma et dans I’épithélium. La prolifération et la mobilité des cellules sont incontrélées. Ce qui induit
une hyperplasie du tissu épithélial. Les anomalies s’accumulent et induisent I'apparition de carcinomes. Le stroma est
également altéré, il peut devenir desmoplasique et/ou inflammatoire. Modifiée d’aprés (Soto and Sonnenschein 2011).

Outre son role au cours de la carcinogenése, le microenvironnement joue également un réle
central dans le tropisme des métastases cancéreuses. C'est la théorie du « seed and soil »,
littéralement « la graine et le sol », émise par S. Paget en 1889 : « les graines des plantes sont
portées dans toutes les directions; mais elles peuvent vivre et grandir seulement si le sol est
adapté » (Paget 1889). Ce chirurgien a démontré que les cellules cancéreuses du sein (the « seed »)
ont une affinité particuliere pour des organes précis, a savoir, les os, les poumons, le foie ou le
cerveau (the « soil ») pouvant fournir un terrain avantageux de développement de ces cellules
cancéreuses (Mathot and Stenninger 2012). Depuis sa formulation différents travaux ont étayé cette

théorie (Barcellos-Hoff 1998; Maffini et al. 2004).

En conditions physiologiques, le microenvironnement exerce un réle suppresseur de tumeur. En
revanche, si son équilibre homéostasique est rompu, il est impliqué dans la transformation de
cellules saines en cellules cancéreuses. En retour, la transformation cellulaire induit des

modifications du microenvironnement tumoral.
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I1.2. La composition du microenvironnement tumoral

Au sein du microenvironnement tumoral, les différents types cellulaires (cellules endothéliales,
fibroblastes, cellules immunitaires, cellules souches mésenchymateuses...) interagissent
physiquement via I'établissement de complexes jonctionnels et communiquent via des facteurs
sécrétés dans le milieu extracellulaire comme des chimiokines, des facteurs de croissance ou des
hormones. La composante non cellulaire, le stroma tumoral, inclut une matrice extracellulaire dense
et complexe, sécrétée par les cellules cancéreuses et non cancéreuses. Cette derniere est remaniée
de facon exacerbée avec une synthése/dégradation accrue, des modifications de sa composition

biochimique et de ses propriétés biophysiques (Figure 56).
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Figure 56: Interaction entre les cellules cancéreuses et le microenvironnement tumoral. Modifiée d'apres (Whatcott et al.
2013).

e Les fibroblastes associés aux cancers (Cancer associated fibroblasts : CAFs) sont les
composés majeurs retrouvés dans le stroma tumoral. Non cancéreuses, ces cellules
présentent cependant des différences phénotypiques et fonctionnelles par rapport
aux fibroblastes sains (Littlepage, Egeblad, and Werb 2005). Les CAFs expriment la
protéine a-SMA (a-smooth muscle actin), caractéristique des myofibroblastes et
deviennent contractiles. Les facteurs sécrétés par les cellules cancéreuses peuvent

induire cette modification phénotypique. Pour exemple, le TGF-B sécrété par les
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cellules cancéreuses ovariennes, contribue a la transformation des cellules souches
mésenchymateuses ou des fibroblastes normaux de I'épiploon en CAFs (Jeon et al.
2008). Les CAFs sécreétent, en grandes quantités, des facteurs de croissance (HGF,
VEGF) et des cytokines (IL-2, TGF-B) qui agissent de maniére paracrine sur tous les
autres types cellulaires du foyer tumoral et aussi de maniére autocrine (Yu et al.

2014) (Figure 57).
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Figure 57: Influence des CAFs sur le microenvironnement tumoral. Les CAFs sécretent différents types
de molécules, dont des éléments de la matrice extracellulaire, des protéases, des cytokines ou des
facteurs de croissance. lls contribuent au développement tumoral en favorisant la survie des cellules
cancéreuses, I'angiogenése etc. Modifiée d'apres (Kalluri and Zeisberg 2006).

Les CAFs synthétisent et sécrétent des macromolécules matricielles telles que les
collagénes et aussi des enzymes protéolytiques (MMPs). De plus, elles contractent la
MEC et la rigidifient. Ainsi, les CAFs sont de véritables « conspirateurs» du
développement tumoral. D’ailleurs il a été démontré que les CAFs contribuent a
I'accroissement de la sous-population de cellules initiatrices de tumeurs dans les
cancers ovariens en recrutant des cellules souches mésenchymateuses (MclLean et al.
2011).

o Les cellules endothéliales et les vaisseaux sanguins : La vascularisation des tumeurs
est associée a une augmentation de leur taille et de leur potentiel métastatique
(D. Hanahan and Folkman 1996). La formation de nouveaux vaisseaux sanguins
irriguant le foyer tumoral a partir de vaisseaux pré-existants, résulte d’un processus
angiogénique au cours duquel les cellules endothéliales quiescentes sont activées et
acquierent un phénotype prolifératif et migratoire. Le switch angiogénique est sous

la dépendance de facteurs pro-angiogéniques et en premier chef le VEGF (Vascular
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Epidermal Growth Factor). Il a été démontré que le taux d’expression du VEGF dans
les cellules cancéreuses ovariennes est supérieur a celui des cellules saines (Olson et
al. 1994). D’autres études ont démontré une corrélation entre I'expression du VEGF,
la progression des cancers de I'ovaire et le risque de décés ou de récurrence (Belotti
et al. 2008; Bandiera et al. 2012).

e Les cellules immunitaires : Les cellules du systeme immunitaire semblent avoir une
place prépondérante dans la carcinogenese et notamment, celle des cancers
ovariens. Au cours des ovulations incessantes, les dommages engendrés par
I’expulsion du follicule au niveau de I'EOS induisent une réponse inflammatoire puis
la cicatrisation des lésions (Cf Partie |; page 9). Il a été établi in vivo que les
macrophages sont retrouvés en grandes quantités dans les kystes d’inclusion formés
dans les ovaires (Gaytan et al. 2007). D’autre part, le stroma tumoral ovarien est
I'analogue d’un tissu chroniquement inflammé. Les différentes cytokines
inflammatoires, chiomiokines, facteurs de croissance, ou des espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) sont sécrétés par les cellules cancéreuses et/ou par les cellules
immunitaires activées. De fait, I'environnement pro-inflammatoire auquel sont
soumises les cellules cancéreuses ovariennes, peut favoriser I'induction et/ou la

sélection de cellules cancéreuses agressives (Maccio and Madeddu 2012).

II.3. Le microenvironnement tumoral ovarien
I1.3.1. Le stroma tumoral ovarien

La matrice extracellulaire des carcinomes ovariens est constituée de protéines fibreuses comme
les collagenes de type |, Il, 1l et plus rarement de type IV, de PGs comme les syndécanes et les
perlécanes, des glycoprotéines adhésives comme la vitronectine, la fibronectine ou la laminine
(Carreiras et al. 1996; Carreiras et al. 2002). La fibronectine est retrouvée sous une forme fibrillaire
tres fine, faiblement exprimée, voire absente dans les amas carcinomateux ovariens. En revanche,
elle est fortement exprimée dans le stroma environnant. De plus, sa forme oncofoetale est
également exprimée (Menzin et al. 1998). La vitronectine, quant a elle, est exprimée par les cellules
cancéreuses ovariennes mais peu dans le stroma (Carreiras et al. 1999a). La composition de la
matrice extracellulaire tumorale ovarienne serait dépendante du type histologique et serait associée
aux parametres clinico-pathologiques des carcinomes ovariens (Jazaeri et al. 2005). Une expression
élevée de fibronectine dans les matrices extracellulaires est d’ailleurs associée au stade tumoral et a

une diminution de la survie globale (Ricciardelli and Rodgers 2006).
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Les molécules matricielles régulent les comportements des cellules cancéreuses ovariennes. A
titre d’exemple, la vitronectine est impliquée dans I'adhérence et la migration cellulaire (Carreiras et
al. 1999a; Carreiras et al. 1999b). Elle intervient dans les étapes initiales de la formation des agrégats
multicellulaires (Cf 11.4.2; page 69) (Kellouche et al. 2010). D’autre part, la vitronectine induit
partiellement I'adhérence des cellules cancéreuses ovariennes sur les cellules endothéliales et
mésothéliales (Heyman et al. 2008). En outre, H. Kenny et ses collaborateurs, ont montré que le
clivage de la fibronectine et de la vitronectine par la MMP-2 sécrétée par les cellules cancéreuses
favorise leur adhérence sur le mésothélium via les intégrines a5p1 et avf33, respectivement (Kenny

et al. 2008; Kenny and Lengyel 2009) (Figure 58).
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Figure 58: Influence de la MMP-2 sur les étapes précoces de métastases des cellules cancéreuses ovariennes sur le
péritoine ou I'épiploon. Modifiée d'apres (Kenny et al. 2008).

II.3.2. Les interactions cellules cancéreuses - matrice extracellulaire au sein des
carcinomes ovariens

Le répertoire d’intégrines exprimé par les cellules cancéreuses ovariennes comprend les
intégrines des familles B1, av et I'intégrine a6B4 (Cruet et al. 1999). Les intégrines de la famille av,

notamment, avB3, avp5 et avP6, en interagissant avec la vitronectine, favorisent la prolifération, la

63



Partie Il : R6le du microenvironnement dans la progression des cancers de |'ovaire Etat de I'art

migration et I'invasion des cellules cancéreuses (Carreiras et al. 1996; Carreiras et al. 2002; Hapke et
al. 2003). Les intégrines av contribuent a la survie des cellules cancéreuses ovariennes en activant la
voie de signalisation Akt (Landen et al. 2008). L’intégrine avp3 est impliquée dans la progression des
cancers ovariens et dans leur propension a métastaser (Lossner et al. 2008). L'expression des
intégrines avf36, quant a elle, est associée a un phénotype invasif via la sécrétion de I'uPA et des
MMPs (Ahmed et al. 2002). En outre, I'expression des intégrines ov, en particulier avps,
contribuerait a I'acquisition d’'un phénotype résistant aux traitements par le cisplatine (Maubant et

al. 2002).

I1.3.3. Microenvironnement et dissémination tumorale

Les interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire jouent un réle clef dans le
processus de dissémination atypique des cancers ovariens. Cela impligue des cycles
d’adhérence/perte d’adhérence des cellules sur différents tissus. Lors de leur dissémination, les
cellules cancéreuses ovariennes se détachent du foyer tumoral primaire. Les cellules exfoliées de
I'ovaire, sont retrouvées sous forme isolée ou organisées en agrégats multicellulaires (AMC) dans le
liquide d’ascite immergeant la cavité abdominale. R. Casey et ses collaborateurs ont montré que des
anticorps anti-f1 stimulants ou un apport exogéne de fibronectine favorisent la formation d’AMC par
les cellules cancéreuses ovariennes. Au contraire des anticorps bloguants anti-a5 ou anti-f1 inhibent
ce processus. Ces résultats indiquent que les interactions entre la fibronectine et a5Bf1 sont
impliquées dans la formation des AMC (Casey et al. 2001). Le détachement des cellules cancéreuses
ovariennes est précédé d’une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Ce processus est initié
par une diminution de I'expression des E-cadhérines. Il a été démontré que linhibition de
I’expression des E-cadhérines induit la surexpression du récepteur spécifique de la fibronectine,
a5B1, favorisant I'adhérence des cellules cancéreuses ovariennes sur les sites métastatiques

secondaires comme I'épiploon et le péritoine (Sawada et al. 2008).

Les AMC formés par les cellules cancéreuses ovariennes, en suspension dans |'ascite, adherent
sur le mésothélium. Le mésothélium est un feuillet de cellules mésothéliales adhérentes a une
membrane basale. Cette membrane basale est composée majoritairement des collagenes de type | et
IV, de la fibronectine et de la laminine (Witz et al. 2001). K. Burleson et ses collaborateurs ont
démontré que les AMC adhérent spécifiqguement sur la fibronectine, la laminine et le collagene IV de
la MEC du mésothélium (Burleson et al. 2004). Les AMC adhérant sur le mésothélium vont provoquer

sa clairance afin d’accéder a la MEC sous-jacente (Figure 59).
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Figure 59: Clairance du mésothélium par les cellules cancéreuses ovariennes. Les sphéroides (ou agrégats multicellulaires)
adherent au mésothélium en utilisant un panel de molécules d’adhérence tel que CD44 ou les intégrines. L’interaction entre
les intégrines a5B1 exprimées par les cellules cancéreuses et la fibronectine sécrétée par les cellules mésothéliales
provoque l|'activation de myosine dans les sphéroides. Cela induit la transmission de forces entre la myosine et la
fibronectine. Les cellules mésothéliales sont dissociées et migrent a I'opposé du site d’invasion des sphéroides. Modifiée
d’aprés (lwanicki et al. 2011).

Comme démontré par M. Iwanicki et ses collaborateurs, les AMC adhérant a la surface du
mésothélium s’étalent et émettent des protusions sous le mésothélium. Cela induit des ruptures
localisées de jonctions d’adhérence cellule-cellule. En réponse, les cellules mésothéliales migrent et
s’écartent. L'intégrine a5B1, la taline et la myosine Il exprimées par les cellules composant les AMC,
sont indispensables a ce processus de clairance. Ces résultats suggerent que les cellules cancéreuses
ovariennes organisées en sphéroides excercent des forces contractiles grace aux fibrilles de

fibronectine de la matrice mésothéliale (Ilwanicki et al. 2011).

En outre, le blocage des sous-untités av, a5 et B1 ainsi que I'utilisation d’un peptide RGD inhibe
I"'adhérence des cellules cancéreuses ovariennes sur une monocouche de cellules mésothéliales
(Strobel and Cannistra 1999; Heyman et al. 2008). Les cellules cancéreuses ovariennes expriment
également des intégrines a4P1 susceptibles d’interagir avec le récepteur VCAM-1 exprimé a la
surface des cellules mésothéliales. Tous ces éléments concourent a la dissémination péritonéale des

cancers de 'ovaire.
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I1.4. L’ascite est un microenvironnement tumoral particulier

Au moment du diagnostic, plus d’un tiers des patientes atteintes de carcinomes ovariens
présente une accumulation de liquide inflammatoire, |'ascite, dans la cavité péritonéale.
Cliniqguement, les ascites peuvent étre observées, avec une incidence de 45 a 75 % selon le sous-type
histologique de carcinome ovarien, le type séreux étant le plus fréquemment associé a la présence
d’ascite (Partridge and Barnes 1999). D’autre part, les ascites sont observées a partir du stade IC (Cf
Partie |; page 12). Une relation progressive entre la présence d’ascite et le stade tumoral a été
identifiée allant de 17 % aux stades I-1l a 89 % pour les stades avancés (llI-1V). De plus, les volumes
d’ascite sont généralement inférieurs a 0,5 litres au moment de la chirurgie pour les patientes
atteintes d’un cancer ovarien de stades I-l, alors qu’ils sont largement supérieurs chez les 2/3 des

patientes a un stade avancé de la maladie (IlI-1V) (Shen-Gunther and Mannel 2002).

Au cours de I'histoire, la présence d’ascite a toujours été reconnue comme un signe de mauvais
pronostic. Dans les années 1700, Sir Thomas Spencer Wells écrivit « les chirurgiens ont tremblé
devant les flots des eaux ovariennes » (Shen-Gunther and Mannel 2002). La présence d’ascite
diminue la survie a 5 ans de 45 % sans ascite, a 5 % pour des femmes avec un carcinome ovarien a un
stade avancé (Graves et al. 2004). A I’heure actuelle aucun traitement n’existe pour éradiquer ces

liguides inflammatoires.

I1.4.1. Formation de I'ascite

En conditions physiologiques, un fluide péritonéal est produit en continu dans la cavité
péritonéale. Il a pour réles de maintenir les surfaces séreuses de la paroi péritonéale lubrifiées, de
favoriser le glissement des organes et de permettre le passage de solutés entre la paroi péritonéale
et les organes adjacents. Son volume physiologique est compris entre 20 et 50 mL. Ce dernier joue un
role de lubrifiant en permettant aux organes de bouger sans frictions (Feki et al. 2009). En plus de ses
propriétés lubrifiantes, le liquide péritonéal renferme des globules blancs en concentration élevée
qui lui confere un role dans la protection immunitaire. Il est en permanence réabsorbé par les
vaisseaux lymphatiques situés sur la face inférieure du diaphragme. Au cours du développement
tumoral ovarien la sécrétion accrue du facteur pro-angiogénique VEGF, par les cellules cancéreuses
ovariennes entre autres, induit une augmentation de la perméabilité des vaisseaux lymphatiques
(Byrne et al. 2003). En conséquence, la production de liquide péritonéal est exacerbée. De plus, les
cellules cancéreuses disséminant peuvent obstruer les vaisseaux lymphatiques et ainsi empécher la
réabsorption du liquide péritonéal. Ce déséquilibre entre une production de liquide péritonéal
excessive et une résorption restreinte contribue a I'accumulation d’ascite exsudative qui contient

une quantité importante de protéines. Les volumes accumulés peuvent varier de quelques millilitres
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a plusieurs litres. Cependant, I'accumulation d’ascite en tant que simple conséquence du

développement tumoral ou en tant que facteur contribuant a I'aggravation de la pathologie, reste

matiére a débat (Figure 60).
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Figure 60: Production de liquide d’ascite. L’infiltration de cellules cancéreuses ovariennes dans le mésothélium et
I"augmentation de la perméabilité des capillaires entrainent une fuite des liquides interstitiels. En conséquence le volume
du liquide péritonéal augmente et I'ascite se forme. Il contient des cellules immunitaires et des cellules cancéreuses entre

autres. Modifiée d’apres (Kipps, Tan, and Kaye 2013).

L'ascite immerge la cavité péritonéale dans laquelle résident les cellules cancéreuses mais aussi
les cellules mésothéliales. A ce titre, I'ascite représente un microenvironnement tumoral particulier,

notamment en raison de son caractere fluide et de son accessibilité clinique.

I1.4.2. Composition de I'ascite

L'ascite est un environnement complexe qui contient une grande variété de composants

solubles et une population hétérogéne de cellules (Figure 61).
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Figure 61: Composition du microenvironnement ascitique. L'ascite est un microenvironnement qualifié de "riche". Il
renferme de nombreux composés solubles et des populations cellulaires hétérogénes. Modifiée d'aprés (Barbolina et al.

2009).

e La composante acellulaire des ascites

Une analyse protéomique a permis de caractériser plus de 200 molécules dans la fraction
soluble des ascites. Parmi elles, on trouve des lipides comme I'acide lysophosphatidique (LPA), des
facteurs de croissance comme I'EGF et le VEGF, des interleukines, notamment les interleukines IL-6
-8 et -10, des cytokines et des protéases sous forme zymogéene ou sous forme active telles que la pro-
et la MMP-2, des molécules de la matrice extracellulaire intégres ou fragmentées comme la
fibronectine et la vitronectine par exemple (Carduner et al. 2013; Matte et al. 2012; Davidson et al.

2001; Gortzak-Uzan et al. 2008).

L'ascite étant principalement formée par des exsudats de plasma, les protéines matricielles
circulantes peuvent s’y accumuler. Une augmentation de la concentration en laminine a d’ailleurs été
observée dans les ascites de patientes atteintes de cancers de I'ovaire par rapport a la concentration
dans leur sérum ou dans des fluides péritonéaux sains (Byers et al. 1995; Chu et al. 2002). En plus de
I"accumulation de certaines protéines ou de leurs fragments de dégradation, des modifications des
profils de glycosylation des protéines sont observées dans les ascites. Les cellules cancéreuses
ovariennes peuvent présenter une dérégulation de I'expression des sialyltransférases responsables
de modifications des glycosylations de protéines cellulaires ou extracellulaires (Wang et al. 2005).
Ces modifications post-traductionnelles des protéines ascitiques pourraient modifier le
comportement des cellules cancéreuses et servir de marqueurs pour le suivi des pathologies

(Kuzmanov et al. 2009; Christie et al. 2008).
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En 2012, I. Matte et ses collaborateurs ont étudié le profil d’expression de cytokines au sein de
dix ascites tumorales provenant de patientes atteintes de cancers ovariens. lls ont constaté qu’une
teneur élevée en ostéoprotégérine (OPG), en leptines et en IL-10 est associée a une faible survie sans
progression de la maladie (PFS) (Matte et al. 2012). IL-6 est associé a un stade avancé de cancers
ovariens de type séreux. Sa présence permettrait de discriminer les formes bénignes des formes
malignes. D’autre part, la leptine ascitique permet de prédire la réponse des patientes aux
chimiothérapies adjuvantes de premiere ligne (Lane et al. 2015). En outre, la teneur en VEGF des

ascites est corrélée avec leur volume et I'avancée de la pathologie (Belotti et al. 2003).

e La composante cellulaire

La fraction cellulaire des ascites est un mélange hétérogene de cellules dites « résidentes » et
« non-résidentes ». Les cellules cancéreuses ovariennes exfoliées a partir de la surface des ovaires et
les cellules mésothéliales desquamées des organes de la cavité péritonéale, appartiennent au groupe
des cellules résidentes. Les cellules « non-résidentes » des ascites telles que les macrophages, les
monocytes, les hématies ou les cellules souches mésenchymateuses de la moelle sont quant a elles
recrutées (Khaider et al. 2012). Toutes ces cellules cooperent au sein du microenvironnement

tumoral et contribuent au développement de la pathologie.

Les cellules cancéreuses ovariennes exfoliées du foyer tumoral primaire se retrouvent en
suspension dans |'ascite. Des cellules individuelles ou sous forme d’agrégats multicellulaires (AMC)
ont pu étre isolées a partir de I'ascite (Burleson et al. 2004). Au cours de la chirurgie d’exérese, des
AMC peuvent étre également retrouvés adhérant a la cavité péritonéale. Si certains y sont
faiblement attachés et peuvent étre éliminés au cours de I'opération, d’autres au contraire, adhérent

fortement sur le péritoine sous forme de petites tumeurs vascularisées (Zeimet et al. 2012).

Les AMC retrouvés dans les ascites peuvent se former suite a I'agrégation de cellules cancéreuses
ovariennes isolées ou bourgeonner a partir de cellules en monocouche (Pease, Brewer, and Tirnauer

2012) (Figure 62).
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Figure 62: Formation de sphéroides a partir d'une monocouche de cellules. (A) Les sphéroides bourgeonnent a partir
d’une monocouche de cellules cancéreuses ovariennes adhérentes. (B) Cliché de sphéroides en suspension dans le milieu
de culture. (C) Les sphéroides sont capables d’adhérer de nouveau et de former une monocouche. (D) Sphéroides
bourgeonnant d’une monocouche de cellules observés au microscope confocal. Modifiée d’apres (Pease, Brewer, and
Tirnauer 2012).

Organisées en AMC, les cellules survivent dans I’ascite bien qu’elles ne soient pas adhérentes
(Khaider et al. 2012). L’émergence d’une sous-population cellulaire quiescente ou dont le cycle
cellulaire est ralenti a été décrite au sein des AMC (Shield et al. 2009). Ces caractéristiques conferent
aux cellules organisées en AMC une résistance aux chimiothérapies qui ciblent les cellules

prolifératives (L'Espérance et al. 2008).

Des cellules cancéreuses présentant un phénotype de type cellules souches cancéreuses (CSC)
ont également été décrites dans les ascites. S. Bapat et ses collaborateurs ont isolé un clone cellulaire
a partir d’'une population cellulaire hétérogene présente dans les ascites. Ce clone présente une
croissance indépendante de I'ancrage in vitro et une capacité a établir des tumeurs in vivo apres des
xénogreffes successives (Bapat et al. 2005). De fagon analogue, J. Liao et ses collaborateurs ont
suggéré que les sphéroides (ou AMC) trouvés dans les liquides d’ascites sont enrichis en cellules
CSC-like car elles surexpriment des genes caractéristiques des cellules souches (Notchl, Nanog,
Cdcp1, CD34, Myc, etc) et sont capables d’auto-renouvellement. In vivo, ces sphéroides sont capables
de former des tumeurs présentant des phénotypes identiques et sont plus invasives et plus
agressives que les cellules parentes (Liao et al. 2014). Ainsi une proportion de ces cellules souches
cancéreuses ovariennes (CSCO) concentrées dans les sphéroides, flottant dans les ascites
contribuerait a la chimiorésistance et la récurrence des cancers. Elle contribuerait également a un
enrichissement de la population de cellules cancéreuses ovariennes exprimant des marqueurs de CSC
en réponse au cisplatine ou au paclitaxel ou avec une combinaison des deux agents
chimiothérapeutiques (Abubaker et al. 2013; Bapat et al. 2005; Liao et al. 2014; N. Ahmed, Abubaker,
and Findlay 2014).
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A. Latifi et ses collaborateurs ont notamment démontré que la proportion de CSCs varie au sein
des ascites selon leur statut chimionaif (jamais traité) ou chimiorésistant. En effet, les patientes qui
présentent des cancers ovariens chimiorésistants ont une quantité de cellules souches cancéreuses
plus importante que les patientes chimionaives. Ces derniéres seraient indétectables dans les
tumeurs résiduelles qui persistent apres les traitements. Leur nombre augmenterait graduellement

suite aux cycles de traitements consécutifs (Latifi et al. 2012) (Figure 63).

Trompes de Microenvironnement
Fallope ascitique
—
e® oo\ 1. e L
- Traitements Récidive
e %

maladie

mortalité

Patientes en
rémission

Ovaires

. w3 CSCovariennes

@ ——> Cellules cancéreuses ovariennes Augmentation de la population de CSC
sous l'influence de la niche de CSC

e ey CAF S OVariens .
-Augmentation du volume tumoral

. w3y Facteurs présents dans la niche des CSC

Figure 63: Cellules souches cancéreuses ovariennes. Au moment du diagnostic, une majorité des patientes présentent des
cancers ovariens a des stades avancés et associés avec une accumulation de liquides d'ascites qui contiennent des cellules
souches cancéreuses. Suite aux traitements de premiere ligne, la majorité du volume tumoral est éradiqué mais des cellules
souches cancéreuses résistantes subsistent. Apres une période de rémission comprise entre 16 et 22 mois en moyenne,
certaines patientes rechutent. Le volume tumoral résiduel augmente considérablement et le nombre de CSCs également.
Ces patientes sont soumises a des traitements de seconde ligne mais alternent entre rémissions et rechutes. A terme les
taux de mortalité sont importants. Modifiée d’apres (Ahmed, Abubaker, and Findlay 2014).

Les cellules isolées ou en AMC pourraient étre transportées via les courants ascitiques vers les
trois sites majoritaires d’'implantation métastatiques que sont le grand épiploon, la région sous-
phrénique et la poche de Douglas (Sehouli et al. 2009). In vitro, les ascites régulent la prolifération,
I'invasion et la formation de sphéroides (Puiffe et al. 2007). D’autre part, les sphéroides provenant de
liguide d’ascites sont capables d’adhérer et de migrer sur une monocouche de cellules mésothéliales

cultivées ex-situ et de I’envahir (Burleson et al. 2006).

Au sein de liquides d’ascites provenant de patientes atteintes d’adénocarcinomes ovariens de
stade Ill, des cellules souches mésenchymateuses, les hospicells ont également été isolées.
Lorsqu’elles sont co-injectées avec des cellules cancéreuses ovariennes, la croissance tumorale

sous-cutanée ou intrapéritonéale augmente, tout comme le volume d’ascite (Pasquet et al. 2010).
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Ainsi, I'ascite par sa composition moléculaire et cellulaire, est un véritable « conspirateur » du

développement tumoral.

I1.4.3. Role de I'ascite dans la progression tumorale

En plus d’étre associé a un mauvais pronostic vital, I'ascite est un microenvironnement riche et
complexe qui favorise la survie des cellules cancéreuses et leur mobilité. Ainsi, il peut contribuer au
développement d’'une chimiorésistance et a la dissémination, deux processus sous-jacents a la

récurrence des cancers ovariens.

La présence de cellules cancéreuses ovariennes dans les liquides d’ascite augure une possible
récurrence de la maladie, I'ascite constituant un « réservoir » de cellules agressives. Au cours de la
dissémination péritonéale, la survie des cellules cancéreuses en absence d’ancrage est cruciale (Dong
et al. 2013). La teneur élevée en VEGF dans les ascites favoriserait ainsi la survie des cellules
cancéreuses ovariennes. |. Sher et ses collaborateurs ont démontré que le VEGF-A et son récepteur,
le VEGFR-2, protégent de I'anoikis les cellules cancéreuses ovariennes en suspension dans I'ascite
(Sher et al. 2009). En outre, I'ascite augmente la transcription de Mcl-1 selon un processus Erk-1/-2
et Elk1-dépendant, protégeant ainsi les cellules cancéreuses de la mort par apoptose (Goncharenko-

Khaider et al. 2012).

Les ascites associées aux cancers ovariens séreux de haut grade, les plus répandus, constituent
un microenvironnement protecteur contre I'effet cytotoxique des agents chimiothérapeutiques.
I. Matte et ses collaborateurs ont montré que les ascites contribuent a la chimiorésistance en
protégeant les cellules de I'apoptose induite par TRAIL. (Matte et al. 2012). Cet effet impliquerait
IL-10, puisque sa neutralisation inhibe I'effet protecteur des ascites (Lane et al. 2010a). L’intégrine
avpB5 seraient également impliquée. En effet, I'interaction de ces intégrines avec leurs ligands
spécifiques induit la formation d’adhésions focales et I'activation de la voie Akt. La capacité des
ascites a induire la phosphorylation d’Akt est directement corrélée avec la capacité a résister a
I'apoptose induite par TRAIL (Lane et al. 2010b). En outre, I'analyse de profils protéomiques de
cellules cancéreuses ovariennes provenant d’ascites avant et apres chimiothérapie réveéle une

augmentation de I'activation de voie de signalisation Akt suite aux traitements (Davidson et al. 2006).

L'ensemble de ces études souligne l'importance d’étudier l'influence de I'ascite sur les
comportements cellulaires afin de mieux comprendre les processus conduisant a la dissémination et
a la chimiorésistance des cellules cancéreuses ovariennes, deux événements majeurs dans

|"apparition des cancers ovariens.
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I. Culture Cellulaire
I.1. Caractéristiques des lignées cellulaires utilisées

La lignée cellulaire épithéliale IGROV1 est issue de I'ovaire d’une patiente atteinte d’un cancer
de I'ovaire de stade lll, et nous a été généreusement fournie par le Dr. J Bénard (Bénard et al. 1985).
Les lignées cellulaires épithéliales SKOV3 (ATCC® HTB-77™) et OVCAR3 (ATCC® HTB-161™) sont
isolées a partir d’ascites de patientes atteintes de cancer de I'ovaire et nous ont été généreusement
fournies par le Dr. L. Poulain (Inserm 1199, Unité de Biologie et Thérapies Innovantes des Cancers
Localement Agressifs, Centre de Lutte contre le Cancer F. Baclesse, Caen). Les cellules IGROV1 ont un
aspect polygonal et ont un temps de doublement d’environ 20 h. Elles ont la particularité de former
des populations hétérogénes de cellules adhérentes en monocouche et de cellules en suspension
regroupées en amas multicellulaires. Les cellules SKOV3 ont une morphologie de type fibroblastique.
Les cellules OVCAR3 forment des ilots cellulaires a faible densité. Ces deux derniéres lignées
cellulaires forment uniquement des monocouches en condition adhérente et leur temps de

doublement est d’environ 30 h (Figure 64).

Cellules SKVO3 Cellules OVCAR3

Cellules IGROV1

Faible densité Forte densité

T

LIS o . 3 C RSN
Faible densité Forte densité Faible densité Forte densité

Figure 64: Lignées cellulaires d'adénocarcinomes ovariens cultivées en condition adhérente. (Barres d'échelles = 100um)

I.2. Condition de culture
1.2.1. Culture des cellules en condition adhérente

Les cellules sont cultivées a 37°C dans une atmosphere humide contenant 5 % de CO,. Le milieu
de culture est changé tous les 2 a 3 jours et les cellules sont repiquées deux fois par semaine. Les
différents travaux sont effectués a partir de cellules subconfluentes cultivées dans des boites de 25 a
175 cm?. Le milieu de culture des cellules est du RPMI 1640 glutamax contenant 10 % de sérum de
veau foetal décomplémenté et filtré sur filtre 0,22 um (SVF) et 7,5 % de bicarbonate de sodium

(milieu complet) (Tableau 3).
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1.2.2. Culture des cellules en condition non-adhérente : Formation de sphéroides

tumoraux

Afin de générer des sphéroides, les cellules ont été cultivées dans les boites de culture de 25

cm? recouvertes par 8 mL d’agarose 1 % (dissout dans de I'eau distillée). Aprés solidification de

I'agarose, les cellules sont ensemencées dans du milieu complet a une densité de 150 000

cellules/mL (Figure 65).

Agarose 1%

Milieu de culture

Cellules

Figure 65: Représentation schématique de la culture des cellules en suspension

SVF

Milieu complet

Sérum de veau foetal
Sérum feetal de bovin (Biosera) décomplémenté

Milieux de culture

RPMI 1640 glutamax (Gibco)

Bicarbonate de sodium 7,5 % (Gibco)

SVF 10 %
RPMI 1640 glutamax
Milieu seul
Bicarbonate de sodium 7,5n% (Invitrogen)
Solutions utilisées en culture cellulaire ‘
PBS PBS (Gibco)
Trypsine Trypsine (500mg/L)-EDTA (200mg/mL) (Gibco)
Agarose Agarose 1 % dans 'eau distillée
Tableau 3 : Milieux de culture et solutions utilisés pour la culture cellulaire
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I1. Préparation des échantillons d’ascite

Les échantillons d’ascite sont collectés apres avoir obtenu le consentement approprié des
patientes atteintes d’adénocarcinome ovarien. Trois centres hospitaliers ont participé a I'obtention
des prélevements : le Centre de lutte contre le cancer Frangois Baclesse (Caen), l'institut Curie (Paris)
et I'Hopital René Dubos (Pontoise). Les échantillons d’ascites sont recensés et référencés dans un

fichier commun avec les centres hospitaliers.

Les ascites sont prélevées dans des flacons ne contenant ni EDTA, ni héparine. Ensuite, les
ascites sont centrifugées a 400 g pendant 5 min et le surnageant est stocké a -20°C. Les ascites
utilisées en culture cellulaire sont filtrées et supplémentées avec de la pénicilline-streptomycine
(200 Ul/mL-200 pg/mL, 15140-122, Gibco) et de la fungizone® (Amphotéricine B 2,50 pg/mL, 15290-
018, Gibco). Les différentes ascites testées sont recensées dans le Tableau 4. Pour la purification des
protéines matricielles, les ascites sont décongelées a +4°C, centrifugées a 5 000 g pendant 10 min a
+10°C pour éliminer les éventuels agrégats ou débris. L'activité des protéases est inhibée par

I’addition de 5 mM d’EDTA (E5134, Sigma Aldrich) et 50 uM de PMSF (P7626, Sigma Aldrich).

Ascites utilisées ‘

N° | Nom Centres hospitaliers

1| Asc René Dubos
(Pontoise, France)

2 | CFB-1

3 | CFB-2

4 CFB-5 .

5 | CFB.6 Centre Francgois Baclesse

s | CFB9 (Caen, France)

7 | CFB-10

8 | CFB-12

9 IC-2 Institut Curie

10| IC4 (Paris, France)

11 | Nov-1 René Dubos

12 | Nov-2 (Pontoise, France)

Tableau 4: Liste des ascites utilisées

Les protéines totales sont dosées par la technique de I'acide bicinchoninique (BCA,
B9643/C2284, Sigma Aldrich) basée sur la complexation de Cu®* avec les liaisons peptidiques. La
teneur en glucose des différentes ascites est dosée avec le kit glucose RTU™ (61269, Biomérieux) qui
se base sur la séquence glucose oxydase — peroxydase — chromogene. L’intensité de coloration du
chromogene, la quinonéimine, est mesurée a 505 nm et est proportionnelle a la quantité de glucose

présente dans les ascites.
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III. Analyse du comportement cellulaire

II1.1. Croissance et viabilité
II1.1.1. Comptage des cellules viables

Apreés incubation pendant le temps désiré, les cellules sont décrochées de leur support ou les
agrégats sont dissociés par action de la trypsine-EDTA (5 a 10 min a 37°C) et les cellules viables sont
dénombrées en cellule de Malassez en utilisant le test d’exclusion au bleu trypan (CSTCOLO03-0U,

Eurobio).

I11.1.2. Analyse du cycle cellulaire par cytométrie de flux

Les cellules sont dissociées par action de la trypsine, rincées au PBS, fixées dans de I'éthanol a
70 % et conservé a -20°C jusqu’a leur analyse. Les cellules sont centrifugées et resuspendues dans du
PBS pendant 30 min a 37°C. Aprés une nouvelle centrifugation, les cellules sont reprises dans une
solution d’iodure de propidium (Kit DNA Prep Coulter Reagent, Beckman Coulter) et incubées
pendant 20 min. Les échantillons sont ensuite passés au cytometre de flux (EPICS XL, Beckman
Coulter) et la distribution des cellules dans le cycle cellulaire est analysée par le logiciel Expo32
(Beckman Coulter). Les résultats sont représentés en pourcentage de cellules présentes dans chaque

phase du cycle.

I11.1.3. Mesure de I'activité caspase-3

L’activité de la caspase-3 est déterminée en utilisant un kit colorimétrique de mesure de
I’activité caspase-3 selon les instructions du fabricant (K106-100, Biovision). Brievement, les cellules
sont collectées et centrifugées pendant 10 min a 300 g a +4°C, rincées par du PBS froid et incubées
avec le tampon de lyse commercial. L’activité caspase-3 dans le lysat cellulaire est estimée par la
dégradation d’un substrat spécifique conjugué a un agent chromogéne (le p-nitroaniline). Le
p-nitroaniline est quantifié par spectrophotométrie a une longueur d’'onde de 405 nm. L'activité
enzymatique de la caspase-3 est directement proportionnelle a la réaction colorée. Les résultats sont

exprimés en activité relative par comparaison aux cellules adhérentes ou aux cellules non traitées.

I11.1.4. Test de cytotoxicité

Les agents chimiothérapeutiques cisplatine et carboplatine ont été généreusement fournis par
le Docteur L. Poulain (Inserm 1199, Unité de Biologie et Thérapies Innovantes des Cancers
Localement Agressifs, Centre de Lutte contre le Cancer F. Baclesse, Caen). Le cisplatine est a 1 mg/mL

et le carboplatine a 10 mg/mL.
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e TestauXTT

La viabilité des cellules adhérentes apres traitement a différentes doses de cisplatine a été
déterminée par le test XTT (11465015001, Roche). Le test utilise le sel de tétrazolium XTT (bromure
de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl tetrazolium). Il repose sur la capacité des mitochondries
fonctionnelles des cellules vivantes a réduire le sel de tétrazolium en cristaux de formazan
quantifiables par mesure colorimétrique. Il permet donc d’évaluer les effets des traitements étudiés
sur la survie cellulaire, en déterminant la concentration en drogue qui inhibe 50 % de viabilité
cellulaire (Clsg: Concentration minimale inhibitrice), en la comparant a la condition contréle pour
laguelle aucun traitement n’a été appliqué. Les tests sont réalisés en plaque 48 puits, 15 000 cellules
par puits sont ensemencées en milieu complet et incubées pendant 6 h. Aprés rincage au PBS, les
cellules sont incubées pendant 16 h en présence de milieu complet, de milieu seul, d’ascites, de
milieu seul additionné de fibronectine ou de vitronectine plasmatiques ou ascitiques a 20 pg/mL ou
de SVF, a 37°C en atmosphére humide, a 5 % de CO.. Les cellules sont ensuite traitées a différentes
doses de cisplatine pendant 72 h. Apres cette période de traitement, les surnageants de culture sont
éliminés. Les cellules sont ensuite incubées en présence de la solution de XTT (milieu de culture seul
sans rouge de phénol, solution XTT, solution d’activation A) pendant 2 h a 37°C, sous atmosphere
humide avec 5 % de CO,. L'absorbance spécifique est lue au spectrophotométre a 570 nm a laquelle

est retranchée I'absorbance non spécifique de la solution de XTT seule.

e Comptage des cellules viables

Les cellules IGROV1, SKOV3 et OVCAR3 ont été traitées avec une concentration fixe de
carboplatine (dose Clsy a 72 h déterminée en condition adhérente) 24h aprés la formation des
sphéroides, au cours de I'ensemencement sur substrat non adhésif en milieu complet ou au cours de
la culture des cellules adhérentes avant la formation des sphéroides. La viabilité des cellules a été
déterminée aprés dissociation enzymatique des agrégats multicellulaires par comptage avec le test

d’exclusion au bleu trypan.

II1.2. Adhérence

II1.2.1. Test d’adhérence cellulaire

Les tests d’adhérence sont réalisés dans des plaques 96 puits. Les puits sont incubés pendant 2 h
a 37°C avec des protéines matricielles purifiées a partir de plasmas ou d’ascites a la concentration de
20 pg/mL (coating), du milieu complet ou de I'ascite. Les puits sont ensuite incubés avec du PBS-BSA
(Bovin Serum Albumin) 1 % a 37°C pendant 1 h et rincés avec du RPMI glutamax complété de 0,2 %

de BSA (tampon d’adhérence). Les cellules décrochées sont reprises dans du tampon d’adhérence et
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20 000 cellules par puits sont ensemencées. Apres 2 h d’adhérence a 37°C et 5 % de CO,, les cellules
non-adhérentes sont éliminées. Les cellules restantes sont fixées par 1 % de glutaraldéhyde. Apres 3
rincages au PBS, les cellules sont marquées par du cristal violet a 0,1 % pendant 30 min, rincées 3 fois
a I'eau et solubilisées par 0,1 % de SDS. L'absorbance est mesurée par spectrophotométrie a une

longueur d’onde de 595 nm.

I11.2.2. Détermination de I'index de morphologie cellulaire

L'aire et le périmetre des cellules ont été mesurés a l'aide du logiciel Imagel. Ces deux
parametres permettent de déterminer I'indice de forme de la cellule (Cell Shape Index :CSl)(Xu et al.

2012; Thakar et al. 2009) selon la formule :
4A

P2

CSI =

Avec, CSl I'indice de la formule, A 'aire de la cellule et P le périmétre de la cellule. Un indice de 1

indique que la cellule a une forme circulaire et un indice de 0 correspond a une forme allongée.

I11.3. Migration
Test de transmigration

Les tests de transmigration cellulaire ont été réalisés en utilisant des chambres de Boyden
modifiées possédant une membrane de polycarbonate dont les pores ont un diamétre de 8 um (12-
565-008, Nunc). La membrane de l'insert a été « coatée » par immersion en ascites, en milieu seul,
en milieu complet ou en milieu sans SVF additionné de protéines matricielles a 20 pg/mL pendant
1 h. Ces mémes milieux sont placés dans les compartiments inférieurs. Les cellules IGROV1 et SKOV3
subconfluentes sont décrochées au PBS-EDTA 0,5 mM, resuspendues en milieu seul et 50 000 cellules
sont ensemencées dans les compartiments supérieurs des chambres de Boyden. Le test de
transmigration se déroule a 37°C dans une atmosphére humide contenant 5 % de CO, pendant 6 h.
Apres le test de transmigration, les cellules non-invasives se trouvant sur la face supérieure de la
membrane de la chambre de Boyden sont éliminées en utilisant un coton-tige. Les cellules invasives
se trouvant sur la face inférieure du filtre sont fixées et colorées par du bleu fixateur (bleu de
Coomassie 0,12 % en méthanol/acide acétique/eau (45 :10 :45)). La transmigration a été déterminée

en comptant le nombre de cellules sur 5 champs microscopiques par filtre pour 3 puits indépendants.
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II1.4. Diminution de I'’expression des intégrines av
Transfection transitoire d’ARN interférant

Pour estimer l'influence des intégrines av sur le comportement cellulaire, I'expression de ces
intégrines a été diminuée par transfection transitoire d’un siRNA av (sc-29373, Santa Cruz) ciblant
I’ARNm des intégrines av ou par un siRNA «scramble» (sc-37007 Santa Cruz) témoin. Le siRNA dilué a
11 nM en RPMI est mélangé avec 50 % de réactif de transfection (INTERFERin®, Ozyme)
préalablement diluée dans 10 % de milieu seul. Ce mélange de transfection est incubé 30 min a
température ambiante. Les cellules a 70 % de confluence sont incubées en milieu sans SVF contenant
10 % du mélange siRNA/INTERFERIn® pendant 24 h. Ensuite, les cellules sont décrochées et incubées
en condition non-adhérente jusqu’a 2 jours de culture. La diminution d’expression des intégrines av

est vérifiée par western-blot.

IV. Localisation moléculaire/Immunofluorescence

Les cellules cultivées sur des lamelles de verre sont rincées au PBS, fixées avec du
paraformaldéhyde 3 % dans du PBS (10 min) puis rincées avec du PBS contenant 0,5 % de BSA
(PBS-BSA). Elles sont ensuite perméabilisées avec du Triton X100 0,1 % dans du PBS (2 min) a 4°C,
rincées 3 fois au PBS-BSA et incubées 1 h a température ambiante avec un anticorps primaire en
chambre humide (Tableau 5). Aprés plusieurs lavages dans du PBS-BSA, les cellules sont incubées
avec |'anticorps secondaire approprié couplé a un fluorochrome. Les anticorps sont dilués dans le
PBS-BSA. L’ADN des noyaux cellulaires est marqué avec le DAPI (4,6-diamino-2-phenyliindol
dihydrochloride, D9542, Sigma Aldrich). Pour certaines expériences, le cytosquelette d’actine est
marqué par de la phalloidine couplée au FITC (p5282, Sigma Aldrich). Les lamelles sont montées avec
du Prolong Gold Antifade Reagent (P36930, Invitrogen) et analysées par microscopie confocale. Des

témoins de spécificité sont réalisés en incubant les cellules avec I'anticorps secondaire seul.

80



Matériel & Méthodes

Cible de s Espéce, Nature, . Dilution Optimale
. . Référence Fournisseur s
I'anticorps (Anti-) couplage de I'anticorps

Anticorps Primaires

Vitronectine V7881 AcM., IgM de

souris
Fibronectine F3648 AcP., 1gM de . .

lapin Sigma-Aldrich 1/50%m

Laminine L9393 Ac P., I1gG de lapin

Collagéne IV 1926 AcM., IgM de

souris
Fibrinogéne a0080 Ac P., Ig de souris DAKO

Protéine couplée a un fluorochrome

Fn purifiée au

Fibronectine — laboratoire
Alexa 568 ERRMECe 20 pg/mL
Alexa 568
(Invitrogen)
Anticorps secondaires
Anti-lgG de lapin 16778 TRITC Sigma-Aldrich 1/50°™
Anti-lapin A21428 Alexa 555 Invitrogen 1/500°™
Anti-IgM de

souris (chevre) F9259 FITC Sigma-Aldrich 1/50

Tableau 5 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés en immunofluorescence. (Ac P. : Anticorps polyclonaux, Ac
M. : Anticorps monoclonaux)

Caractéristiques du microscope utilisé

Les observations des marquages fluorescents sont réalisées par un microscope confocal
(LSM710, Zeiss) équipé d’une diode 405 nm, de lasers 458, 488, 514, 561 et 633 nm et d’objectifs x20

Plan Apo, ouverture numérique 0,8 et x63 a immersion a Huile Plan Apo, ouverture numérique 1,4.

V. Analyse des protéines cellulaires en SDS-PAGE et western-blot

V.1. Extraction des protéines cellulaires

Les cellules sont lavées avec du tampon PBS froid. Les culots cellulaires, obtenus apres
centrifugation a 350 g a +4°C pendant 10 min, sont repris dans du tampon de lyse (9803, Cell
signaling). La lyse cellulaire est optimisée par des agitations au vortex. Les lysats sont incubés dans la
glace pendant 30 min puis sont débarrassés des débris cellulaires par centrifugation a 15000 g a +4°C
pendant 20 min. Les surnageants protéiques sont dosés extemporanément par la méthode BCA en
utilisant une gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA) allant de 0 a 20 pg. L'absorbance de
chaque échantillon est mesurée par un spectrophotomeétre (Bio-Tek) a la longueur d’onde de

575 nm.
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V.2. Electrophorese des protéines cellulaires en SDS-PAGE

Les protéines cellulaires sont soumises a une électrophorése sur gel de polyacrylamide en
conditions réductrices, selon Laemmli. Les échantillons sont réduits 10 min dans du tampon de
charge (62.5 mM Tris-HCI pH 6.7, 2 % SDS, 100 mM [-mercaptoéthanol, 0,01 % bleu de
bromophenol, 10 % glycérol) a 90°C. Aprés dépot, les échantillons et les standards de poids
moléculaire (Precison Plus Protein All blue standard, 161-0373, Biorad) sont soumis a un SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). La migration s’effectue sous un
courant électrique (30 mA/gel) pendant 1 h dans du tampon (50 mM Tris-HCL, 100 mM glycine pH
8,4 contenant 0,1 % de SDS) (Laemmli 1970). Des quantités équivalentes de protéines (30 ug/puits
pour les lysats cellulaires) sont séparées dans les gels de polyacrilamide (de 6 a 12 %). Ensuite les
protéines peuvent étre révélées par une coloration au bleu Coomasie R250 ou au nitrate d’argent.
Aprés avoir scanné les gels sur un densitometre (GS-800, Biorad), le poids moléculaire apparent des

protéines est déterminé par comparaison avec la migration des standards.

V.3. Electrotransfert sur membrane de nitrocellulose et blotting

Dans le cas d’un western-blot, les protéines contenues dans le gel d’électrophorése sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences) par application d’un
courant électrique de 110 V pendant 1h dans un tampon de transfert (25mM Tris-HCI, 192 mM
Glycine, 20 % éthanol, pH 8,). L’efficacité de transfert est vérifiée par coloration de la membrane au
rouge Ponceau. La membrane de nitrocellulose est ensuite placée dans une solution de TBS (Tris
Buffer Saline) contenant 5 % (m/v) de lait écrémé ; 0.1 % de tween-20 pendant 1 h a température
ambiante. La membrane est ensuite incubée dans une solution d’anticorps primaires dilués dans du
TBS-Tween 0,1 % et 3 % (m/v) de lait écrémé pendant 16 h a 4°C. Apres lavages dans du tampon
TBS-Tween 20 0,1 %, la membrane est ensuite mise en contact avec un anticorps secondaire couplé a
la peroxydase (Tableau 6) a une dilution de 1:5000 pendant 1 h a température ambiante. La
membrane est lavée et révélée par incubation dans le réactif Immobilon de Millipore pendant 5 min
a l'abri de la lumiere. La détection de la chemoluminescence est réalisée avec un film
photographique (Amersham) et les films sont numérisés avec un scanner (GS-800, Biorad). Les
bandes peuvent étre également révélées apres exposition des membranes de nitrocellulose sous

avec une caméra de chemoluminescence (LAS 500, GE-Healhcare).
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Typed an.tlcorps Clone (Référence) Espéce, Nature, Fournisseur D|Iut|(’)n th|male
Anti- couplage de I'anticorps
Anticorps Primaire
PARP 9542 Ac P., 1gG de lapin
Erk-1/-2 9102 Ac P., 1gG de lapin . .
: Cell Signal
Erk-1/-2 Ac M., IgG de ell >ignaling
. 4370 .
phosphorylé lapin
Intégrines av sc-9969 AcM., IgG de Santa-Cruz 1/1000°™
souris
Tubuline T9026 Ac '\:(;'U'ESG de
Sigma-Aldrich
Actine A5441 AcM., IgG de
souris
Anticorps secondaires
Anti-lg de lapin na-934Vv ome
Anti-lg de souris na-931Vs Peroxydase GE-Healthcare 1/5000

Tableau 6: Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés en western-blot. (Ac P. : Anticorps polyclonaux, Ac M. :
Anticorps monoclonaux)

VI. Purification simultanée de la fibronectine et de la vitronectine
ascitiques

VI.1. Chromatographies d’affinité

Ce protocole de purification a été publié par notre groupe (Carduner et al. 2013). Toutes les
étapes de purification sont réalisées a +8°C avec un AKTA Purifier 10 UPC (GE Healthcare). Les
colonnes de chromatographies d’affinité de Gélatine Sepharose 6B et d’Héparine Sepharose Fast
Flow Medium sont obtenues auprées de GE Healtcare. La fibronectine est purifiée par un protocole en
trois étapes adapté d’apres L. Poulouin et ses collaborateurs (Poulouin et al. 1999). Les échantillons
d’ascites sont chargés sur une colonne Gélatine Sepharose (C16/40, 40 mL) équilibrée en tampon TE
(Tris-HCI 50 mM pH 7,4 ; EDTA 1 mM) contenant du NaCl a 500 mM avec un débit de 30 cm/h). La
colonne est rincée 3 fois avec du tampon TE/NaCl 500 mM. Les protéines contenues dans la fraction
non-retenue sont conservées pour la purification de la vitronectine. Les protéines retenues sont
éluées par du tampon TE contenant de I'urée a 3 M et du NaCl a 250 mM. Les protéines éluées sont
diluées avec du TE dans le but de diminuer la conductivité en dessous de 15 mS/cm, puis les
échantillons sont chargés avec un flux de 60 cm/h sur la colonne héparine Sepharose (C16/70, 60 mL)
équilibrée avec du tampon TE/NaCl 75 mM. Les protéines retenues sont éluées avec du tampon
TE/NaCl 500 mM. Une seconde colonne de gélatine Sepharose (C16/20, 10 mL) d’un plus petit
volume est réalisée selon le méme protocole que la premiere, dans le but de concentrer la

fibronectine purifiée.
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Pour purifier la vitronectine, la fraction non-retenue de la premiére colonne de gélatine
Sepharose est chargée sur une colonne d’héparine sepharose (C16/70, 60 mL) qui a été équilibrée
avec du tampon TE/NaCl 150 mM. Aprés ringage avec le TE/NaCl 150 mM, la fraction non-retenue est
complétée avec 6 M d'urée et agitée pendant 3 h. Avant de charger ce mélange, la colonne
d’héparine Sepharose est régénérée avec du TE/Urée 6 M/NaCl 1 M puis équilibrée avec du TE/NaCl
150 mM/Urée 6 M. Finalement, la colonne est traitée avec 0,5 % de 2-mercaptoéthanol pour
décrocher les éventuels contaminants liés par des ponts disulfures comme décrit par T. Yatohgo et
ses collaborateurs (Yatohgo et al. 1988). La vitronectine ascitique est éluée avec du tampon TE/NaCl
1 M/Urée 6M. Pour optimiser le protocole, la colonne d’héparine Sepharose est régénérée entre
chaque étapes avec du TE/Urée 6 M/NaCl 1 M pour permettre I'utilisation de la méme colonne pour
I'ensemble du protocole. La fibronectine et la vitroecctine sont également purifiées selon ce
protocole a partir de plasma de donneurs sains pour servir de référence. Le plasma est fourni par

I’Etablissement Francais du Sang (EFS).

Les solutions de fibronectine et de vitronectine purifiées sont filtrées a travers une membrane
de 0,22 um sous poste de sécurité microbiologique et conservées stérilement a +4°C dans des tubes

enverre.

Ces protéines sont caractérisées afin de déterminer leur taux de pureté et le rendement de la
purification. La concentration est déterminée par absorbance a 280 nm, le coefficient d’extinction

molaire est de : 1,28 I.mol™*.cm™ (Tableau 7 et Tableau 8).

Quantité de Fn

Volume ascite | Volume de Fn [Fn]

Fn purifiée (m) (mL) meg/mL me mg Fn/L Ascite
Ascite 4 400 38 0,5 20 49
Ascite 6 950 25 0,2 5 5
Ascite 8 350 23 1 23 66

Tableau 7 : Rendements des purifications des fibronectines ascitiques

..., | Volume ascite | volume de Vn [Vn] Quantité de Vn ,
Vn purifiée (ml) (ml) ma/mL me mg Vn/L Ascite
Ascite 4 400 8 0,3 6
Ascite 6 950 15 0,4 6
Ascite 8 350 16 0,2 9

Tableau 8 : Rendements des purifications des vitronectines ascitiques
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VI.2. Western Blot

Avant d’étre analysées par Western blot, les protéines purifiées sont dosées par la méthode du
BCA (B9643/C2284, Sigma Aldrich) puis diluées dans un tampon de charge de Laémmli réducteur
(Glycérol 22 % ; SDS 4,3 % ; Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 ; bleu de bromophénol 1 % ; 2-mercaptoéthanol
1%). L'hybridation des protéines présentes sur les membranes de nitrocellulose est réalisée en

utilisant les anticorps primaires et secondaires référencés dans le Tableau 9.

Type d’anticorps Dilution optimale
Clone (Référence) Espece, nature Fournisseur
Anti- de I'anticorps

Fibronectine F3648 Ac P, IgG de lapin Sigma-Aldrich )
1/1000°™¢

Vitronectine 681125 Ac P, IgG de lapin Merck

Anticorps secondaires
IgG de lapin na-934v Peroxydase GE-Healthcare 1/5000°™

Tableau 9: Anticorps primaires et secondaire utilisés pour les western-blot des protéines matricielles purifiées. (Ac P. :
Anticorps polyclonaux, Ac M. : Anticorps monoclonaux).

VI.3. Spectroscopie de fluorescence

Les spectres d’émission de fluorescence sont obtenus avec un spectrofluorimetre (Perkin Elmer
LS 50B) équipé d’un porte cuve thermostaté. La concentration des protéines étudiées (Vn et Fn) est
ajustée avant la mesure a 12 pM. Les spectres d’émission de fluorescence sont mesurés avec une
cuve d’une largeur de 1 cm a une température constante de 25°C. La fluorescence intrinseque est
enregistrée de 310 a 410 nm a 100 nm/min et une excitation a 295 nm. Le blanc est effectué avec le

tampon HEPES 10 mM pH 7,4 seul.

VII. Spectrométrie photoélectronique X

La technique de Spectrométrie Photoélectronique X (X-Ray Photoelectron Spectroscopy)
consiste a irradier un échantillon avec des rayons X et analyser les électrons qui sont émis. A partir de
I3, il est possible de remonter a l'identification des atomes sur la surface, leur quantité et également
leur environnement chimique. C'est une technique de surface qui ne peut analyser qu'au maximum
10 nm de profondeur. La préparation des échantillons est donc délicate. Ces expérimentations ont
été réalisées par le Dr A. Ponche ((IS2M) - LRC CNRS 7228, Institut de Science des Matériaux de

Mulhouse).
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VIIL.1. Préparation des lames de verre

Les lames sont dégraissées a I'acétone puis séchées sous une sorbonne. Aprés un traitement a

I’éthanol, les lames sont a nouveaux séchées et conservées a I'obscurité jusqu’a utilisation.

VIL.2. Préparation des échantillons

Le cisplatine a été préalablement incubé a différentes concentrations (1 et 10 ug/mL) en
présence de vitronectine ou fibronectine (a 50 mg/mL) en milieu de culture sans SVF pendant 3 h a
37°C, en atmosphére humide et a 5 % de CO,. Des solutions de cisplatine seules (a 1 et 10 ug/mL) ont
également été incubées dans les mémes conditions et constituent les témoins. 50 pL de chaque

solution ont été déposés sur les lames traitées et sechent a I'air libre sous sorbonne chimique.

VIII. Analyses statistiques

Les données sont exprimées par la moyenne + l'écart type d’au moins trois expériences
indépendantes. Le test de Student (t.student) est utilisé pour déterminer les différences significatives

entre les résultats : * p<0,05 ; **p< 0,01 et *** p< 0,001.
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Récapitulatif des références du matériel utilisé

Matériel de culture cellulaire

Produits Références

Agarose BP160-100, Fissher-Scientific
Bicarbonate de sodium 25080-060, Gibco

Bleu trypan CSTCOLO03-0U, Eurobio

Carboplatine, Hospira

Fourni par le Dr. L.Poulain

Cisplatine, Mylan

Fourni par le Dr. L. Poulain

Chambre de Boyden

12-565-008, Nunc,
membrane de polycarbonate - pores de 8 um

Fungizone ®

15290-018, Gibco

PBS

14190-094, Gibco

Péniciline/streptomycine

15140-122, Gibco

RPMI 1640-glutaMAX

72500-054, Gibco

Sérum de veau foetal

FB-1001G/500, Biosera

siRNA av

sc-29373, Santa Cruz

siRNA «scramble»

sc-37007, Santa Cruz

Tampon de lyse

9803, Cell signaling

Interferrin ™

409-10, Ozyme

Trypsine

25200-056, Gibco

Anticorps pour western-Blot

Cible Hote Type | Dilution Référence

Actine IgG monoclonal, souris | Acl | 1/1000°™ | A544, Sigma-Aldrich
Erk-1/-2 IgG polyclonal, lapin Acl | 1/1000°™ | 9102, Cell Signaling
Erk-1/-2 phosphorylé IlgG monoclonal, lapin | Acl | 1/1000°™ | 4370, Cell Signaling
Intégrines av IgG monoclonal, lapin | Acl | 1/1000°™ | sc-9969, Santa-Cruz
Fibronectine IgG polyclonal, lapin Acl | 1/1000°™ | F3648, Sigma-Aldrich
PARP IgG polyclonal, lapin Acl | 1/1000°™ | 9542, Cell Signaling
Tubuline IgG monoclonal, lapin | Acl | 1/1000°™ | T9026

Vitronectine IgG polyclonal de lapin | Acl | 1/1000°™ | 681125, Merck

IgG de lapin (Peroxydase) | Singe Acll | 1/5000°™ | NA934V, GE-Healthcare
IgG de souris (Peroxydase) | Mouton 1/5000°™ | NA931V, GE-Healthcare
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Anticorps pour immunomarquage fluorescent

Cible Hote Type | Dilution | Références
Vitronectine IgM monoclonal, souris | Acl | 1/50°™ | V7881, Sigma-Aldrich
Fibronectine IgM polyclonal, lapin Acl | 1/50°™ | F3648, Sigma-Aldrich
Laminine IgG polyclonal, lapin Acl | 1/50°™ | L9393, Sigma-Aldrich
Collagéne IV IgM monoclonal, souris | Acl | 1/50°™ | C1926, Sigma-Aldrich
Fibrinogéne Ig polyclonal, souris Acl | 1/50°™ | a0080, DAKO
Fibronectine — .

Alexa 568 20ug/mL | Alexa 568 (Invitrogen)
IgG de lapin (TRITC) | Polyclonal, Chévre Acll | 1/50°™ | T6778, Sigma-Aldrich
IgG lapin (Alexa 555) | 1gG polyclonal, Chévre | Acll | 1/500°™ | A21428, Invitrogen
IgM de souris (FITC) | Chévre Acll | 1/50°™ | F9259, Sigma-Aldrich
Matériel utilisés pour immunomarquage fluorescent

Produits Références

DAPI D9542, Sigma

Phalloidine p5282, Sigma

Prolong Gold Antifade Reagent p36930, Invitrogen

Kits

Produits

Références

BCA protein assay kit

B9643/C2284, Sigma Aldrich

Aspase-3 Colorimetric Assay Kit

K106, Biovision

Coulter DNA Prep Reagent

6607055, Beckman Coulter

Glucose RTU™

61269, Biomérieux

Cell proliferation Kit I, XTT

1146501500, Roche

Immobilon ™ Western

WBKLO0500, Millipore

Silver Stain kit

1610443, Bio-Rad

Réactifs de biochimie

Produits

Références

Acide acétique

20104.298, Prolabo

Acrylamide en solution (40 %)

A4989, Applichem

Billes de Gélatine

Gelatin sepharose ™ 4B, GE Healthcare

Billes d’'Héparine

Heparin sepharose ™ 6 fast flow, GE Healthcare

Cristal Violet

C0775, Sigma

EDTA

111 YR, Prolabo

Film photographique

Amersham Biosciences

Glutaraldéhyde

G-400-4, Sigma

Glycine 161-0724, Biorad

HEPES 7365-45-9, Fisher-Scientific
Hyperfilm ™ ECL 28906836, Amersham
Methanol 20864.320, Prolabo
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NaCl

7647-14-5, Fisher-Scientific

Nitrocellulose blotting membrane

10600004, Amersham

PMSF

P7626, Sigma

Precison Plus Protein All blue standard | 161-0373, Biorad

SDS BP1311-200, Fisher-Scientific
Tris 77-86-1, Prolabo
Triton-X100 BP151-500, Fisher-Scientific
Tween-20 P1379, Sigma-Aldrich

Urée 57-13-6, Prolabo

Appareils

Appareils Références

Caméra de

chemoluminescence

LAS 500, GE-Healhcare

Chromatographie
d’affinité

AKTA Purifier 10 UPC, GE Healthcare

Cytometre de flux

EPICS XL, Beckman Coulter

Densitomeétre

GS-800, Biorad

Microscope confocal

Zeiss LSM710, Carl Zeiss

Equipé d’une diode 405 nm, de lasers 458, 488, 514, 561 et 633 nm et
d’objectifs x20 Plan Apo, ouverture numérique 0,8 et x63 a immersion a

Huile Plan Apo, ouverture numérique 1,4

Spectrophometre a
fluorescence

Perkin Elmer LS 50B, Waltham
Equipé d’un porte cuve thermostaté

Logiciels

Logiciels | Références

Expo32 | Beckman Coulter

Image J | National Institutes of Health
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Dissémination des cellules cancéreuses ovariennes Présentation des résultats

A. Présentation de I'étude

Comme décrit dans la partie bibliographique du manuscrit, le cancer ovarien est une pathologie
grave et insidieuse diagnostiquée tardivement a un stade pour lequel le taux de survie a 5 ans
demeure inférieur a 30 %. Méme si les traitements combinant chirurgie et chimiothérapie
permettent d’obtenir une réponse initiale correcte (de I'ordre de 80 %), plus des 3/4 des patientes
atteintes de cancers de l'ovaire rechutent, en raison notamment de la propension des cellules
cancéreuses ovariennes a disséminer dans la cavité abdominale et a développer une
chimiorésistance. Les mécanismes sous-jacents a I'acquisition d’'un phénotype propice a la récidive

restent peu connus.

Dans la physiopathologie des carcinomes ovariens, la composante «micro-environnementale»
est particulierement importante, en raison notamment du développement multi-sites de ces cancers.
Les cellules cancéreuses ovariennes colonisent 'ovaire dans un premier temps, puis les organes
avoisinants. De plus, les cellules s’exfolient a partir du foyer primaire sous forme d’amas
multicellulaires appelés sphéroides. Ces sphéroides ont la capacité de survivre «en suspension»,
indépendamment d’un ancrage classique a la matrice extracellulaire et facilitent la formation de
métastases au niveau du mésothélium péritonéal tapissant la cavité abdominale. D’autre part, au
moment du diagnostic, plus d’un tiers des patientes présente une accumulation de liquide
inflammatoire, l'ascite, dans la cavité abdominale. L’ascite, semble étre un véritable élément
« conspirateur » du développement tumoral ovarien. Elle pourrait constituer un
microenvironnement permissif pour les cellules cancéreuses ovariennes. Les cellules cancéreuses
peuvent étre véhiculées via ce liquide jusqu’aux parois du péritoine qui tapissent la cavité
abdominale et les coloniser. L'ascite contient différents facteurs bioactifs tels des facteurs de
croissance, des protéases et aussi des protéines de la matrice extracellulaire. A ce titre, elle
représente donc un microenvironnement tumoral unique en raison de son caractére fluide et de son

accessibilité par ponction. Cependant, la relation entre ascite et récidive reste matiere a débat.

Les travaux antérieurs menés au sein du groupe MEC-uP ont démontré I'importance de protéines
de la matrice extracellulaire et de leurs récepteurs d’adhérence spécifiques dans le comportement
des cellules cancéreuses ovariennes. Pour faire suite a ces travaux, I’hypothése selon laquelle I'ascite
et les éléments bioactifs contenus dans ces ascites, notamment des protéines matricielles ascitiques
comme la fibronectine et la vitronectine, auraient un impact sur les cellules favorisant leur

dissémination et leur résistance, nous est apparue comme une piste de recherche a explorer.

Ainsi, I'objectif de I'étude est de contribuer a améliorer les connaissances sur les mécanismes

par lesquels les cellules cancéreuses ovariennes acquierent un phénotype propice a la récidive en
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étudiant le role qu’exercent I'ascite et les protéines matricielles ascitiques sur les cellules. Dans ce
cadre, il a été nécessaire i) de mettre au point des conditions expérimentales d’étude in vitro de
I'influence de I'ascite et des molécules matricielles qu’elle contient sur le comportement des cellules
cancéreuses ovariennes dans des modeéles d’études pertinents ; ii) d’analyser plus particulierement
I'impact d’ascites prélevées chez des patientes atteintes de tumeurs ovariennes sur I'expression d’un
phénotype propice a la récidive des cancers de 'ovaire. Nous avons focalisé notre attention sur les
comportements cellulaires liés a la dissémination et sur la capacité des cellules a résister aux
traitements thérapeutiques; iii) dans une moindre mesure, de poursuivre la caractérisation
biochimique de protéines matricielles préalablement purifiées a partir d’ascites (selon un protocole
mis au point et publié par notre groupe (Carduner et al. 2013) et I’étude de leur influence sur les

comportements cellulaires.
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Figure 66: Impact de I’ascite sur I'adhérence cellulaire. 20 000 cellules ont été ensemencées et incubées pendant 2 h sur
un revétement de milieu complet ou d’ascite (Ascite 6). (A) La morphologie des cellules a été observée a I'issu du test
d’adhérence, aprés fixation et coloration au cristal violet. (B) Aprés la lyse des cellules, I'labsorbance a été mesurée a 595
nm et le pourcentage de cellules adhérentes a été estimé par rapport a un contréle d’ensemencement. Les barres d’échelle
représentent 100 um. **p<0,01.
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B. Présentation des résultats

I. Les ascites et la matrice extracellulaire ascitique favorisent la
dissémination des cellules cancéreuses ovariennes

L'objet de ce volet expérimental est d’estimer I'impact d’'un milieu ascitique sur le comportement
de deux lignées d’adénocarcinomes ovariens (en comparaison avec les conditions de culture

classiques en milieu complet).

I.1. Impact de I'ascite sur I'adhérence et la migration cellulaire

Lors du processus de dissémination a travers la cavité péritonéale, les cellules cancéreuses
ovariennes exfoliées du foyer primaire sont amenées a adhérer sur les parois de la cavité
péritonéale, le « mésothélium péritonéal ». Ce mode de propagation atypique a lieu au sein de
|"ascite présente dans la cavité péritonéale. Ainsi, la question sous-jacente a ce phénomene est : quel

est I'impact de ce microenvironnement ascitique sur I'adhérence des cellules cancéreuses ?

Pour tenter de répondre a cette question, des tests d’adhérence ont été réalisés. Les cellules
IGROV1 et SKOV3 (deux lignées d’adénocarcinome ovarien humain) ont été ensemencées dans des
puits de plaque de culture dans lesquels de I'ascite ou du milieu de culture complet (RPMI 10 % SVF)
ont été placés au préalable pour créer des revétements (coating) au fond des puits. 2 h apres
I’ensemencement des cellules, les cellules adhérentes ont été fixées et le pourcentage de cellules

adhérentes estimé.

L'observation des cellules lors du test d’adhérence met en évidence des différences de
morphologie entre les cellules IGROV1 et SKOV3. En effet, les cellules IGROV1 présentent une
morphologie épithéliale, tandis que les cellules SKOV3 présentent un phénotype similaire aux
fibroblastes, ce qui illustre I’"hétérogénéité des cellules cancéreuses ovariennes. Lorsque les cellules
IGROV1 sont cultivées sur les revétements de milieu complet ou d’ascite, elles conservent la méme
morphologie. En revanche, la proportion de cellules SKOV3 présentant une morphologie plus étalée
augmente (Figure 66A). En termes d’adhérence et en 2 h, peu de cellules IGROV1 (8 %) sont capables
d’adhérer sur un revétement de milieu complet, alors que sur le revétement d’ascite, plus de 30 %
des cellules sont capables d’adhérer. Les cellules SKOV3 adhérent sur les revétements de milieu
complet et d’ascite sans différence significative (16 % de cellules adhérentes sur le revétement de

milieu complet et 26 % de cellules adhérentes sur le revétement d’ascite) (Figure 66B).

94



Dissémination des cellules cancéreuses ovariennes Présentation des résultats

-A-

IGROV1

* %

[

o

o
1

* %%

ul
o
1

Nombre de cellules migrantes
=
o
o
1

O T T T 1
RPMI asd
0% SVF scite
Ascite Ascite RPMI 0% SV
© 1200 A
=
: |
& 1000
€
3 800 A
=)
% * % %k
O 600 -
()
T
[J)
5 400 A
g
Zz 200 A1
0 -
RPMI Asci
0% SVF scite

Figure 67: Impact de I'ascite sur la migration cellulaire. 50 000 cellules IGROV1 (A) ou SKOV3 (B) ont été incubées en
présence de milieu seul, de milieu complet ou en ascites (moyenne des expériences réalisées avec les Ascites 6 et 8) dans
les compartiments supérieurs des chambres de Boyden pendant 6 h. Au préalable, les compartiments inférieurs ont été
pré-incubés en ascites. A I'issu des 6 h d’incubation, les cellules ayant migré entre les deux compartiments ont été fixées,
colorées et comptées. **p<0,01 et ***p<0,001
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La Figure 66 illustre 'impact d’une ascite prélevée chez une patiente atteinte d’adénocarcinome
ovarien sur les capacités adhésives des cellules cancéreuses IGROV1 et SKOV3. Ce résultat reflete

celui obtenu avec d’autres ascites.

Outre I'ancrage, la capacité des cellules cancéreuses ovariennes a migrer a partir de leurs sites
primaires ou secondaires sur des organes ou tissus avoisinants constitue également un élément clef

de la dissémination. L’ascite est-elle un microenvironnement propice a la migration cellulaire ?

La capacité des cellules a migrer en présence de milieu complet ou d’ascite a été évaluée par la
technique des « chambres de Boyden » (lllustration d’'une chambre de Boyden, Figure 67). La chimio-
attractivité de I'ascite « versus » du milieu de culture seul (RPMI 0 % SVF) ou du milieu complet (RPMI

10 % SVF) a été testée.

Lorsque les cellules IGROV1 sont ensemencées en milieu de culture seul (compartiment
supérieur), 250 cellules migrent de ce milieu vers le compartiment inférieur contenant de I'ascite. Ce
nombre diminue lorsque les cellules sont cultivées en milieu complet. En effet, 135 cellules sont
capables de migrer du compartiment supérieur des chambres de Boyden vers le compartiment
inférieur contenant de I'ascite. Enfin, 60 cellules migrent entre les 2 compartiments quand les
cellules sont ensemencées en ascite. Seules 42 cellules IGROV1 migrent du compartiment supérieur
vers le compartiment inférieur quand du milieu de culture seul se trouve dans les deux
compartiments. Il s’agit dans ce cas d’une migration aléatoire. (Figure 67A). L’ascite, exerce donc un
effet chimio-attractif sur les cellules IGROV1 et stimule leur capacité a migrer. L’ascite semble

également stimuler la mobilité des cellules comme en témoigne la migration estimée en condition

ascite — ascite.

La capacité a migrer des cellules SKOV3 est également influencée par I'ascite comme montré
dans la Figure 67B. Le nombre de cellules migrantes passe de 850 a 570 lorsqu’elles sont
ensemencées dans le milieu de culture seul ou dans I'ascite, respectivement. L’ascite exerce un effet
chimio-attractif sur les cellules SKOV3. Leur capacité a migrer est amplifiée quand elles sont attirées

par ce microenvironnement.

L'ascite favorise la migration individuelle des cellules cancéreuses ovariennes, certainement par
un effet chimio-attractif. Ces résultats ont pu étre reproduits en utilisant différentes ascites
provenant de patientes différentes. Par ailleurs, nous avions également démontré dans une étude
antérieure et par vidéo-microscopie que les ascites favorisent également la migration collective des

cellules (Carduner, et al. 2014b).
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Conclusion 1.1 : L’ascite peut étre considérée comme un microenvironnement permissif
favorisant 'adhérence et la migration des cellules cancéreuses ovariennes, deux étapes

clefs de la dissémination tumorale.
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I.2. Impact de I'ascite sur la prolifération cellulaire

L'une des étapes clefs de la dissémination des cellules cancéreuses ovariennes est leur capacité
a proliférer, que cela soit au niveau de leur site primaire ou de leur site secondaire. Ainsi, les
capacités prolifératives des cellules IGROV1 et SKOV3 en condition ascitique ont été mesurées afin de

déterminer si ce microenvironnement est également propice a la prolifération des cellules.

Par comptage cellulaire suite a un test d’exclusion au bleu trypan, il est démontré que les
cellules IGROV1 proliférent aussi bien en milieu complet qu’en condition ascitique avec un temps de
doublement calculé de 24 h environ (Figure 68A). De maniére similaire, les cellules SKOV3 ont un
comportement prolifératif semblable lorsqu’elles sont cultivées en ascite ou en milieu complet. Leur

temps de doublement a été estimé a 30 h (Figure 68B).

Néanmoins, il est a noter que méme si ce profil prolifératif est semblable pour la majorité des
ascites testées, dans certains cas, la prolifération cellulaire peut-étre ralentie et le temps de

doublement differe (delta de 2 h environ) entre les 2 conditions de culture (données non montrées).
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Figure 68: Impact de I’ascite sur la prolifération cellulaire. 20 000 cellules IGROV1 (A) ou SKOV3 (B) ont été ensemencées
en milieu complet ou en ascite (Ascite 6) pendant 7 jours. Des comptages ont été réalisés a des temps précis afin d’évaluer
la permissivité de I'ascite sur la prolifération des cellules cancéreuses ovariennes.

1.2.1. Formation spontanée de sphéroides par les cellules IGROV1

Lors des tests de prolifération, I'observation des cellules IGROV1 adhérentes cultivées en
condition ascitique montre la formation d’amas multicellulaires, également appelés sphéroides,
aprés 24 h de culture. Cette formation spontanée de sphéroides par les cellules IGROV1 a été

constatée dans différents liquides d’ascites provenant de différentes patientes (Figure 69A).
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Selon les ascites testées, la formation spontanée de sphéroides est plus ou moins rapide. Une
fois formés, les sphéroides atteignent une taille limite qui différe en fonction des ascites (Figure 69B).
La culture de ces cellules en milieu complet ne permet pas la formation de sphéroides de fagon
spontanée dans les premiers temps de culture. Néanmoins, cette formation apparait lorsque les
cellules « arrivent » a confluence, les sphéroides sont néanmoins moins « compacts » et moins gros

gu’en condition ascitique (Figure 69C).
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Figure 69: Impact de l'ascite sur la formation spontanée de sphéroides d’IGROV1. 20 000 cellules IGROV1 ont été
ensemencées dans différentes ascites pendant 7 jours. La cinétique de formation des sphéroides a été suivie a des temps
précis (A) et les tailles des sphéroides ont été déterminées en fonction du temps dans différentes ascites (B). La différence
entre une ascite et le milieu complet est représentée en (C). Les barres d’échelle représentent 100 um.

Il semblerait que ce comportement ne soit pas transposable a toutes les lignées cellulaires
cancéreuses ovariennes, dés lors que les cellules SKOV3 ne forment pas de sphéroides de fagon
spontanée, que cela soit dans les premiers temps de culture ou lorsque les cellules « arrivent » a
confluence, en condition classique de culture ou en condition ascitique. En revanche, la présence

d’ascite engendre des modifications de la morphologie des cellules SKOV3.
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Figure 70: Impact de l'ascite sur la modification de morphologie des cellules SKOV3. 20 000 cellules SKOV3 ont été
ensemencées en condition ascitique pendant 7 jours (Ascite 5). (A) Les changements de morphologie des cellules SKOV3 ont
été suivis a des temps précis. (B) L'index de morphologie cellulaire a été déterminé apres adhérence des cellules sur des
revétements de milieu complet ou d’ascite (Ascite 6). Les barres d’échelle représentent 100 pum.
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1.2.2. Modification de la morphologie des cellules SKOV3

Les cellules SKOV3 cultivées en ascites subissent des changements morphologiques. Dés 24 h de
culture, les cellules s’étalent d’avantage et forment des extensions cytoplasmiques de type
cytonemes (Figure 70A). Ces modifications de morphologie ont été observées dans différentes
ascites tout au long des 72 h de culture.

La morphologie des cellules peut-étre décrite par un index morphologique (Cell Shape Index :
CSI) qui mesure le rapport de I'aire et du périmetre des cellules. Un index de morphologie compris
entre 0 et 0,35 indique que les cellules sont étalées. Au contraire, un index de morphologie compris
entre 0,7 et 1 indique que les cellules ont une morphologie arrondie. Entre ces deux intervalles, pour
les index de morphologie compris entre 0,35 et 0,7, les cellules ont une morphologie dite
intermédiaire.

Ainsi, en condition de culture classique, aprés 2 h d’incubation, 7 % des cellules SKOV3 ont une
morphologie étalée, 20 % ont une morphologie intermédiaire et 65 % des cellules adoptent une
conformation ronde. En condition ascitique, 35 % des cellules SKOV3 ont une morphologie étalée, 45

% des cellules ont une morphologie intermédiaire et 20 % sont rondes (Figure 70B).

Les modifications de morphologie constatées reflétent une transition
épithélio-mésenchymateuses (TEM) des cellules SKOV3 en condition ascitique et confirment les

travaux antérieurs du laboratoire (Carduner, et al. 2014b).

Conclusions 1.2 : - L'ascite est un microenvironnement permissif a la prolifération des
cellules cancéreuses ovariennes. Le temps de doublement des cellules est proche

lorsqu’on compare la culture en condition classique ou en condition ascitique.

- Les ascites induisent la formation spontanée de sphéroides de cellules IGROV1. Les
cinétiques de formation et les tailles des sphéroides sont variables et dépendent des

ascites utilisées.

- Les ascites induisent une modification de morphologie des cellules cancéreuses
SKOV3, confirmant un processus de transition épithélio-mésenchymateuse en

condition ascitique.
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Cette différence de comportement influencée par les ascites illustre I’hétérogénéité des cellules
cancéreuses ovariennes et de leur réponse a leur microenvironnement. Tandis que les cellules
IGROV1 forment des agrégats multicellulaires, les cellules SKOV3 tendent vers un phénotype
mésenchymateux. Comme indiquées dans la section « Matériel et Méthodes » (Cf page 74), les
différences obtenues lors de nos expérimentations, entre les cellules IGROV1 et SKOV3, peuvent
provenir du fait que les cellules IGROV1 sont issues d’un foyer tumoral primaire d’'une patiente,

tandis que les cellules SKOV3 ont été prélevées a partir d’une ascite.

En résumé, |'ascite est un microenvironnement favorable a I'adhérence, a la migration et a la
prolifération des cellules cancéreuse ovariennes. La formation de sphéroides et la transition
épithélio-mésenchymateuse induite par I'ascite sont des étapes nécessaires, ou du moins illustrant,
la dissémination de ces cellules. L’'ensemble de ces résultats permet de considérer |'ascite comme un
microenvironnement tumoral particulier favorisant la dissémination des cellules cancéreuses

ovariennes.

I.3. Caractérisation du phénotype des sphéroides en milieu complet
1.3.1. Obtention et caractérisation des sphéroides tumoraux

L’agrégation cellulaire (formation de sphéroides) et la transition épithélio-mésenchymateuse sont

décrites comme étant des mécanismes de résistance a I'anoikis (Taddei et al. 2012).

La formation spontanée de sphéroides par les cellules IGROV1 lorsqu’elles sont cultivées en
conditions ascitiques est intrigante et intéressante dans la mesure ol la formation de telles
structures a également lieu lors de I'exfoliation des cellules cancéreuses a partir de I'épithélium
ovarien de surface vers la cavité péritonéale. Cette formation spontannée de sphéroides d’IGROV1
pourrait souligner la capacité des cellules a résister a I"anoikis tout comme la transition épithélio-
mésenchymateuse observée chez les cellules SKOV3 cultivées en ascite. Ainsi, nous avons souhaité
approfondir cette donnée et tenter de définir quels sont les mécanismes moléculaires permettant

cette résistance.

Les cellules IGROV1 et SKOV3 ont donc été cultivées sur un substrat non-adhésif afin d’étudier
leur capacité a résister a I’'anoikis. Dans ces conditions de culture les cellules forment des sphéroides.
Afin d’étudier ces parameétres, un modele de culture permettant la culture des cellules en condition
non-adhérente a donc été mis au point par notre groupe de recherche. Les cellules ont été cultivées
dans des boites de culture classiques dont les parois ont été préalablement recouvertes d’agarose.
Ce substrat non-adhésif empéche les cellules d’adhérer sur la surface de culture. Dans ces conditions

les cellules IGROV1 et SKOV3 s’organisent en amas multicellulaires (AMC) ou sphéroides.
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Figure 71: Obtention et caractérisation des sphéroides tumoraux. Un modele de culture sur substrat non adhésif permet
de cultiver les cellules cancéreuses ovariennes en condition non-adhérente. 1,5.106 cellules IGROV1 ont été ensemencées
en milieu de culture complet et (A) sont observées par microscopie optique, des photos sont prises a des temps précis. (B)
Dans ces conditions de culture, le nombre de cellules viables est compté a des temps précis. (C) La répartition des cellules

dans le cycle cellulaire est évaluée par cytométrie en flux. Adh: cellules adhérentes. Les barres d’échelle représentent
100pm.

L. Carduner, C.R Picot, J. Leroy-Dudal, L. Blay, S. Kellouche, F. Carreiras. Cell cycle arrest or survival signaling

through av integrins, activation of PKC and ERK1/2 lead to anoikis resistance of ovarian cancer spheroids. Exp.
Cell Research, 2014
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Ce modele de culture a déja été décrit précédemment par notre groupe (Kellouche et al. 2010).
Dans ces conditions de culture, les cellules IGROV1 forment des sphéroides ayant une taille comprise
entre 50 et 100 um, alors que les cellules SKOV3 forment des agrégats qui peuvent atteindre 300 um
(Figure 71A). Dans certains cas, la majorité des cellules présentes dans le flacon de culture peuvent
se regrouper et former un agrégat trés volumineux. Ainsi, dans ces conditions de culture, les modeéles
cellulaires permettent la formation et I'obtention de sphéroides de cellules IGROV1 et SKOV3 en
qguantités suffisantes pour les étudier. Sur une période de 7 jours de culture, dans ces conditions
« non-adhérentes », le nombre de cellules, IGROV1 ou SKOV3, reste stable (Figure 71B). Une
proportion non négligeable de cellules résistent et survivent, ce qui permet de les étudier et de les

caractériser.

L'étude de la répartition dans les différentes phases du cycle cellulaire des cellules IGROV1
cultivées en condition non-adhérente et constituant les sphéroides, montre une variation du nombre
de débris cellulaires et de corps apoptotiques en fonction du temps de culture (Figure 71C). En effet,
la « quantification » du pic pré-G1 révéle une augmentation de 20 % aprés 3 jours de culture dans ces
conditions. Toutefois, pour des durées de culture plus longues, jusqu’a 7 jours de culture, le pic
pré-G1 diminue pour retrouver un niveau sensiblement identique au 1° jour de culture et 3 la
condition de culture témoin (cellules adhérentes), environ 5 %. Dans le cas des cellules SKOV3
cultivées en condition non-adhérente et formant donc des sphéroides, la proportion de débris
cellulaires ou de corps apoptotiques, correspondant au pic pré-G1, est faible et stable tout au long de
la période de culture. La proportion de cellules SKOV3 en pré-G1 dans ces conditions de culture est

similaire a celle des cellules cultivées en condition de culture adhérente (Figure 71C).

La proportion de cellules dans les autres phases du cycle cellulaire varie également. Le
pourcentage de cellules IGROV1 en phase GO/G1 augmente de 59 %, en condition adhérente, a 77 %
en condition non-adhérente au 7°™ jour de culture. De maniére similaire, cette proportion passe de
65 % en condition adhérente a 85 % au 7°™ jour de culture en condition non-adhérente pour les
cellules SKOV3. Le pourcentage de cellules en phase S du cycle cellulaire diminue de 26 % au second
jour de culture en condition adhérente, a 9 % en condition non-adhérente pour les cellules IGROV1.
Dans le cas des cellules SKOV3 ces valeurs passent de 17 %, au second jour de culture en condition

éme

adhérente a5 %, au 7°™ jour de culture en condition non-adhérente. Ces résultats suggérent que les
cellules IGROV1 s’adaptent aux conditions de culture inhabituelles aprés un laps de temps de 3 jours
de culture, et résistent a la mort cellulaire malgré une absence d’ancrage. Ainsi, méme si une
population de cellules au sein des sphéroides semble s’engager vers une mort cellulaire, des cellules
résistantes semblent étre sélectionnées et un équilibre est ainsi créé entre la mort et la survie des

cellules IGROV1 au sein des structures cellulaires de type sphéroides.
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De plus, méme si peu de cellules semblent étre capables de répliquer leur ADN (Phase S), les
cellules résistantes sont capables de survivre en absence d’ancrage, probablement grace aux
interactions intercellulaires qu’elles établissent. En revanche, les cellules SKOV3 ne semblent pas étre

affectées quand elles sont cultivées en absence d’ancrage (Figure 71C).

1.3.2. Caractérisation de la signalisation induite au sein des sphéroides tumoraux

e Activation du processus apoptotique (anoikis) chez les cellules IGROV1

Afin d’étudier les voies de signalisation de mort et de survie cellulaires activées en réponse a la
perte d’ancrage des cellules, I'analyse du clivage de la protéine PARP (effecteur de I'apoptose) sur les
cellules formant les sphéroides révélant I’activation d’une voie apoptotique a été réalisée. Ce clivage

démontre la présence de cellules apoptotiques au sein des sphéroides (Figure 72).

Le clivage de la protéine PARP augmente du jour 1 au jour 4 puis diminue dans des temps de
culture plus longs, dans le cas des cellules IGROV1. Aucun (ou un faible aux jours 3 et 4) clivage de la
protéine PARP n’est détectable dans les cellules SKOV3 cultivées en condition non-adhérente (Figure
72A haut). L’'activation de la caspase-3 est également un effecteur du processus apoptotique. La
mesure de son activité dans les cellules IGROV1 et SKOV3 confirme les résultats observés dans les
expériences précédentes (analyse du clivage de la protéine PARP). La culture de sphéroides de
cellules IGROV1 entraine l'activation des caspases-3 apres 2 jours de culture. Ensuite, le niveau
d’activité de ces protéases retourne a un état basal similaire a la condition adhérente, dans les temps
plus longs. L'activité caspase-3 ne varie pas lorsque les cellules SKOV3 sont cultivées en condition
non-adhérente par rapport a l'activité caspase-3 mesurée dans les cellules SKOV3 en condition

adhérente (Figure 72A bas).

e Caractérisation de la signalisation de survie

Selon la lignée cellulaire étudiée, « deux profils de signalisation » semblent donc étre

déclenchés :

e La formation de sphéroides d'IGROV1, lorsque les cellules sont cultivées sur un substrat
non-adhésif, déclenche une « signalisation apoptotique » pour une partie des cellules
constituant les sphéroides. L'apoptose engendrée par manque d’ancrage est appelée

anoikis. Aprés un délai de 2 jours environ, la proportion de cellules apoptotiques diminue.
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Figure 72: Caractérisation de la signalisation induite au sein des sphéroides tumoraux. (A) L’activation de I"apoptose est
analysée en suivant le clivage de la protéine PARP par western-blot et I'activation des caspases-3, (B) tandis que la
signalisation de survie est analysée en suivant la phosphorylation d’ERK-1/-2 par western-blot. Adh: cellules adhérentes,

STP: staurosporine.

L. Carduner, C.R Picot, J. Leroy-Dudal, L. Blay, S. Kellouche, F. Carreiras. Cell cycle arrest or survival signaling

through av integrins, activation of PKC and ERK1/2 lead to anoikis resistance of ovarian cancer spheroids. Exp.

Cell Research, 2014
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Le nombre total de cellules dans les boites de culture est stable. Il est envisageable qu’une
faible fraction cellulaire meurt par apoptose tandis que les autres cellules résistent a
celle-ci, proliferent ou ne progressent pas dans le cycle cellulaire (blocage en phase
GO0/G1).

e Le comportement des cellules SKOV3 en réponse a la culture en condition non-adhérente
est différent. Peu de cellules SKOV3 entrent en apoptose par manque d’adhérence. On
remarque que des le jour 1 de culture en condition non-adhérente, la proportion de
cellules en phase S diminue considérablement. Les cellules semblent étre bloquées en

phase GO/G1 du cycle (publication en annexe : (Carduner et al. 2014a)).

L’analyse de I'état de phosphorylation de Erk-1/-2 lors de la culture des cellules IGROV1 et
SKOV3 suggére également deux comportements différents qui correspondent aux profils
apoptotiques des cellules IGROV1 et a I'état de quiescence des cellules SKOV3. En effet, la
phosphorylation de Erk-1/-2 dans les cellules IGROV1 diminue durant les 2 premiers jours de culture
en condition non-adhérente, puis I'état de phosphorylation retourne a un état proche de celui des
cellules cultivées en condition adhérente. L'inhibition de la phosphorylation de Erk-1/-2 dans les
cellules IGROV1 conduit les cellules a I'apoptose lorsqu’elles sont cultivées en condition non-
adhérente, suggérant que la résistance des cellules IGROV1 a I'anoikis est dépendante de I’activation
des MAP-Kinases (publication en annexe : (Carduner et al. 2014a)). L’état de phosphorylation de Erk-
1/-2 dans les cellules SKOV3 ne varie pas lorsque les cellules sont cultivées en condition non-

adhérente comparé a I'état de phosphorylation de Erk-1/-2 en condition adhérente (Figure 72B).

En résumé, I'absence d’adhérence conduit les cellules cancéreuses ovariennes a s’adapter. Cette
adaptation implique la formation d’agrégats multicellulaires. Selon la lignée cancéreuse utilisée, deux
types morphologiques d’agrégats multicellulaires distincts semblent étre mis en évidence, des
sphéroides relativement bien délimités (IGROV1) et des amas multicellulaires majoritairement moins
uniformes (SKOV3). La survie de ces cellules est possible par une modification des voies de
signalisation conduisant a la survie de ces cellules et/ou leur quiescence. Les résultats obtenus avec
les sphéroides de cellules IGROV1 et en partie présentés dans ce manuscrit, révelent I'importance
des MAP-Kinases Erk-1/-2. Pour résister a la mort par apoptose engendrée par la perte d’ancrage
(anoikis), les cellules maintiennent une (des) signalisation(s) «de survie» pour compenser celle(s) de
mort cellulaire engendrée(s) par la perte d’adhérence (Figure 73 et publication en annexe). Ces
résultats sont inclus dans la publication présentée en annexe et sont complétés par le fait que les
signalisations « enclenchées » par les intégrines av et I'activation des PKC convergent vers la

phosphorylation d’Erk-1-/2 favorisant la survie cellulaire.
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Une fois les sphéroides organisés, « I'arrét » du cycle cellulaire est observé suite a la mise en place
d’un état de quiescence. Ainsi, les cellules sont capables de survivre en attendant de retrouver un
microenvironnement propice a leur adhérence. Les résultats de ce chapitre I-3 ont été publiés (voir
publication en annexe)’, néanmoins, 'ensemble des résultats de la publication n’est pas décrit dans

le manuscrit. La Figure 73 représente un schéma bilan d’une partie des résultats de la publication.
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Figure 73: Schéma bilan illustrant les signalisations permettant la résistance a l'anoikis des cellules cancéreuses
ovariennes organisées en sphéroides. Dans le cas des cellules IGROV1, la culture en condition non-adhérente induit une
double signalisation d’apoptose et de survie. La résistance a I'anoikis nécessite la phosphorylation d’Erk-1/-2. Une fois
qu’Erk-1/-2 est activé, on observe une diminution du clivage de PARP et de |'activité caspase-3, ce qui indique que
I"'apoptose est inhibée. La perte d’ancrage induit une inhibition des marqueurs apoptotiques (clivage de PARP, activité des
caspases-3) dans le cas des cellules SKOV3.

Conclusion 1.3 : - En absence d’ancrage a un substrat adhésif, les cellules engagent un
processus apoptotique (anoikis) mais une fraction des cellules IGROV1 et SKOV3 sont
capables de s’organiser en sphéroides et de survivre. Ce processus est induit par
I'activation d’une signalisation de survie dépendante de I'activation des MAP-Kinases

(Erk-1/-2).

YL Carduner, C.R Picot, J. Leroy-Dudal, L. Blay, S. Kellouche, F. Carreiras. Cell cycle arrest or survival signaling
through av integrins, activation of PKC and ERK1/2 lead to anoikis resistance of ovarian cancer spheroids. 3, 20,
329 -3 42, Exp. Cell Research, 2014
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I.4. Impact de I'ascite sur la résistance a I'anoikis des cellules cancéreuses

Comme mentionné précédemment, lors de la dissémination des cellules cancéreuses, les
cellules exfoliées a partir de I'épithélium ovarien de surface se retrouvent en « suspension » au sein
de la cavité abdominale et « baignent » dans l|'ascite. Il est donc envisageable que ce liquide
inflammatoire puisse impacter les changements cellulaires et moléculaires observés lors des cultures
des modeles de sphéroides utilisés. Ainsi, afin de répondre a cette question et estimer I'impact des
ascites sur les sphéroides, des cultures de cellules sur substrats non adhésifs ont été réalisés (comme
précédemment) mais en condition ascitique de sorte d’obtenir des sphéroides « ascitiques ».

En ascites, les sphéroides générés pour les deux lignées cellulaires ont la méme morphologie
gu’en milieu de culture complet, néanmoins la taille des sphéroides d’IGROV1 est plus importante
(environ 80 um) (Figure 74).
IGROV1

o ‘

Ascite 8

Figure 74: Impact de I'ascite sur la morphologie des sphéroides formés par les cellules IGROV1 et SKOV3. 1,5.10° cellules
sont cultivées sur substrat non-adhésif pendant 3 jours en condition ascitique (Ascite 8). Les sphéroides sont observés par
microscopie optique et des photos sont prises a I'issu du temps d’incubation, a savoir 15 jours de culture.

En milieu complet, les cellules IGROV1 et SKOV3 cultivées sur substrat non-adhésif générent des
sphéroides tumoraux. Cependant, comme nous I'avons montré dans le paragraphe ci-dessus, une
partie des cellules IGROV1 ne survivent pas dans de telles conditions de culture et déclenchent le
processus d’anoikis. En ascite, la survie des cellules IGROV1 formant ces sphéroides a été estimée par
comptage cellulaire. Le nombre de cellules formant les sphéroides est stable durant les 2 premiers
jours de culture et semble augmenter de 15 % (Figure 75A). De plus, la répartition dans les
différentes phases du cycle cellulaire des cellules IGROV1 formant les sphéroides a été suivie par
cytométrie de flux au cours d’une cinétique de 4 jours. La proportion de cellules en pré-G1 varie peu

éme

entre le 1% et le 3°™ jour de culture. Une forte augmentation de la proportion de cellules en pré-G1

est observée a partir du 4°™ jour de culture (10 % a Jour 1 et 30 % a Jour 4).
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Figure 75: Impact de I'ascite sur la résistance a I'anoikis des cellules cancéreuses (IGROV1). 1,5.10° cellules sont cultivées
sur substrat non-adhésif en condition ascitique (Ascite 6) pendant 7 jours. (A) Le nombre de cellules viables est déterminé
par comptage a des temps précis. (B) La répartition des cellules dans le cycle cellulaire est analysée par cytométrie de flux.
(C) La survie des cellules IGROV1 est analysée en ascite en suivant le clivage de la protéine PARP par western-Blot. Adh:
Cellules adhérentes.
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D’autre part, la proportion de cellules en pré-G1, en condition adhérente, reste inférieure a la
proportion de cellules en pré-G1 en condition non-adhérente. En effet, seuls 2 % des cellules
cultivées en condition adhérente sont en pré-G1 contre 10 % en condition non-adhérente dés le 1%
jour de culture (Figure 75B). La proportion de cellules en phase GO/G1 reste stable entre le 1¥ et le

3éme

jour (environ 69 %) puis diminue a partir du 4°™ jour (47 %). Une diminution de la prolifération

éme

est également observée a partir du 4™ jour. En effet, le pourcentage de cellules en phase S passe de

11 (proportion similaire en condition adhérente apres 2 jours de culture) a 6 % (Figure 75B).

Enfin le clivage de la protéine PARP au sein des sphéroides formés par les cellules IGROV1
cultivées en ascite, a été suivi par western-blot. Aucun clivage de la protéine PARP n’a été observé

dans ces conditions (Figure 75C).

Les ascites semblent donc protéger les cellules formant les sphéroides de la mort cellulaire par
anoikis et favoriser leur survie dans les premiers jours de culture. L'analyse des cellules composant
les sphéroides par cytométrie de flux révele une diminution de la mortalité cellulaire et de la
proportion de débris cellulaires lorsque les cellules cancéreuses sont cultivées en condition ascitique.
De plus, I'analyse du clivage de la molécule PARP (effecteur de I'apoptose) sur les cellules formant les
sphéroides cultivées en condition ascitique révele que les ascites inhibent ce clivage. Cette inhibition
illustre le blocage de la voie apoptotique déclenchée sur ces cellules « non-adhérentes » et indique

que le processus de mort est tres peu, voir pas du tout induit suite a la perte d’ancrage.

Conclusion 1.4 : La culture des cellules IGROV1 et SKOV3 en condition non-adhérente et
en présence d’ascite induit la formation de sphéroides. Dans ces conditions, I'ascite

protége les cellules d’'une mort cellulaire par anoikis.

I.5. Caractérisation « matricielle » des sphéroides en milieux ascitiques

Un défaut d’ancrage cellulaire ou une perte d’adhérence des cellules entrainent classiquement
la mort des cellules par anoikis (voir chapitre |-4). Ce processus est di a une modification des signaux
de survie induit par la reconnaissance des récepteurs d’adhérence membranaires a leurs ligands
matriciels. Ainsi, il nous est apparu pertinent d’analyser et de caractériser la matrice extracellulaire

potentiellement présente au sein des sphéroides tumoraux.

Les cellules cancéreuses ovariennes formant des sphéroides sont-elles organisées autour d’une
matrice extracellulaire, et si tel est le cas, existe-t-il des différences d’organisation entre les
sphéroides obtenus en condition classique de culture par rapport a ceux obtenus en condition

ascitique ?
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Figure 76: Caractérisation « matricielle » des sphéroides d’IGROV1 en milieux complet et ascitique. 1,5.106 cellules
IGROV1 sont cultivées sur substrat non-adhésif en milieu complet (A) ou en ascites (Ascite 8) (B) pendant 15 jours. Les
cellules sont ensuite fixées, perméabilisées et incubées en présence des anticorps anti-laminine, anti-collagene 1V, anti-
vitronectine , anti-fibronectine, anti-fibrinogéne, anti-intégrines av et anti-intégrines a5. Les barres d’échelle représentent
20 pm
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Ainsi, la présence de protéines de la matrice extracellulaire au sein des sphéroides a été
recherchée. La présence de molécules matricielles comme le collagene IV et la laminine (éléments
clefs des lames basales), ainsi que la fibronectine et la vitronectine a été mise en évidence (éléments
matriciels impliqués dans la régulation des cellules cancéreuses ovariennes). Compte-tenu de
I’origine exudative des ascites (Cf Etat de I'art, page 66), la présence de fibrinogéne a également été

recherchée et mise en évidence.

En milieu complet, les sphéroides formés par les cellules IGROV1 présentent de petites cavités
« entre les cellules ». La présence peu organisée de collagene IV et de laminine est observée au sein
des cavités par une analyse en microscopie confocale. La vitronectine et la fibronectine sont
présentes au sein de ces cavités, mais elles sont aussi localisées en périphérie des sphéroides. Les
cellules SKOV3 présentent également ces protéines matricielles, il semble méme que les marquages
des différentes protéines soit plus prononcés (Figure 76A et Figure 77A pour IGROV1 et SKOV3

respectivement). La présence de fibrinogéne au sein des sphéroides est également a souligner.

Lorsque les cellules sont cultivées dans un microenvironnement ascitique, les cellules
s’organisent sous forme d’amas cellulaires plus volumineux que les sphéroides identifiés en milieu
complet. Le méme type de localisation des protéines matricielles est visible mais les marquages
semblent accentués. Le collagene IV, la laminine et la fibronectine sont présents sous forme de
fibrilles ou de fins liserés autour des cellules composant ces amas cellulaires. Ces marquages
pourraient « refléter » I'organisation d’une structure lame basale-like dont dépendrait I'’émission de
signaux de survie. La vitronectine est, comme précédemment, localisée au coeur des sphéroides mais

aussi en périphérie (Figure 76B et Figure 77B pour IGROV1 et SKOV3 respectivement).

Globalement, les marquages de collagene IV, de laminine, de fibronectine, de vitronectine et de
fibrinogéne, semblent plus prononcés et ces protéines semblent étre organisées lorsque les
sphéroides sont générés en présence d’ascites. Elles se localisent a la périphérie mais aussi au cceur

des agrégats (notamment pour la vitronectine et la fibronectine) au niveau des zones intercellulaires.

Par ailleurs, la localisation des intégrines av et a5, famille de récepteurs majeurs de molécules
de la matrice extracellulaire et notamment de la fibronectine, vitronectine, laminine, et du

fibrinogéne ont également été recherchées (Figure 76 et Figure 77).

Ces intégrines semblent étre surexprimées au sein des sphéroides de cellules IGROV1 et SKOV3
et notamment au niveau intercellulaire. Les marquages sont accentués lorsque les cellules sont au

sein d’'un microenvironnement ascitique.
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Figure 77: Caractérisation « matricielle » des sphéroides de SKOV3 en milieux complet et ascitique. 1,5.10° cellules SKOV3
sont cultivées sur substrat non adhésif en milieu complet (A) ou en ascites (ascite 8) (B) pendant 7 jours. Les cellules sont
ensuite fixées, perméabilisées, et incubées en présence des anticorps anti-laminine, anti-collagene IV, anti-vitronectine,
anti-fibronectine, anti-fibrinogene, anti-intégrines av et anti-intégrines 5. Les barres d’échelle représentent 20 um
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Tableau 10: Récapitulatif de la caractérisation de la matrice extracellulaire des sphéroides et agrégats multicellulaires

Conclusion 1.5 : L’ascite est un microenvironnement propice a la survie des cellules au
sein des sphéroides tumoraux. La survie des cellules pourrait étre en partie due a la
présence de protéines matricielles (laminine, collagene 1V, vitronectine, fibronectine et
fibrinogéne) organisées au sein de ces structures cellulaires. Ces protéines matricielles
interagissant avec les intégrines av et a5 également présentes au sein des sphéroides,

pourraient impacter les processus cellulaires précédemment étudiés comme

I'adhérence, la migration, la prolifération et la survie des cellules cancéreuses

ovariennes.
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Figure 78: Caractérisation de la fibronectine et de la vitronectine purifiées a partir de liquides d’ascites. (A) Aprés dosage,
des dépbts de Fn et de Vn ascitiques (0,1 ug) dans des gels de SDS-PAGE sont effectués pour réaliser un western-blot avec
des anticorps anti-Fn et anti-Vn. (B) Les échantillons de protéines purifiées sont analysés par spectrophotométrie a
fluorescence pour I'ascite 6 et (C) I'ascite 4.
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1.6. Caractérisation et impact de la fibronectine et de la vitronectine
ascitiques sur les comportements cellulaires impliqués dans la récidive

L'objectif de ce volet expérimental est d’évaluer I'effet des protéines matricielles purifiées a

partir d’ascite sur le comportement des cellules.

1.6.1. Caractérisation de la fibronectine et de la vitronectine ascitiques

Les travaux antérieurs du groupe ont montré lI'influence de la fibronectine et de la vitronectine
dans les cancers de 'ovaire (Kellouche et al. 2010; Heyman et al. 2008; Carreiras et al. 1999a). La
présence de ces deux protéines au sein des agrégats multicellulaires de cellules IGROV1 et SKOV3
générés en conditions ascitiques contribue a renforcer le réle de ces deux protéines dans la
dissémination des cellules cancéreuses ovariennes. En outre, la présence de ces deux protéines au
sein des liquides d’ascites et leur caractérisation biochimiques ont été décrites dans nos travaux

antérieurs (Carduner et al. 2013).

Ainsi, selon le protocole développé au sein de I'équipe, la purification de la fibronectine et de la
vitronectine a partir d’'un des échantillons d’ascites (ascite 6) a été réalisée apres différentes étapes
de chromatographie d’affinité. Aprés purification, les western-blots anti-fibronectine et anti-
vitronectine montrent la présence de ces protéines dans les fractions obtenues apres les
chromatographies (Figure 78A). Dans le cas de la fibronectine ascitique, une bande a 250 kDa est
obtenue. Dans le cas de la vitronectine, il est observé plusieurs bandes. Cependant la bande
majoritaire est a 65 kDa et correspond a un fragment de la vitronectine. On remarque quelques
bandes a des poids moléculaires inférieurs, il pourrait s’agir de produits de quelques fragments

dégradés (Figure 78A).

Les spectres de fluorescence obtenus aprés excitation a 295 nm des fibronectines purifiées a
partir de plasma sanguin et purifiées a partir de I’ascite utilisée (ascite 6) sont similaires. Le maximum
d’intensité d’émission de fluorescence étant a 330 nm pour les deux protéines (plasmatiques et
ascitiques). L'environnement des résidus de tryptophane de la fibronectine purifiée a partir d’ascite
est donc similaire a celui des tryptophanes de la fibronectine purifiée a partir de plasma sanguin
(Figure 78B). La vitronectine purifiée a partir d’ascite présente également le méme profil d’émission
de fluorescence que celui obtenu pour la vitronectine purifiée a partir de plasma sanguin. Cela

indigque que ces deux protéines ont une structure locale qui semble similaire (Figure 78B).

Toutefois, ces résultats ne s'appliquent pas a toutes les vitronectines purifiées a partir d’ascites.

En effet, la vitronectine issue de la purification de I'ascite 4 a été analysée comme précédemment.
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Figure 79: Incorporation de MEC exogénes dans les agrégats multicellulaires formés par les cellules IGROV1. 1,5.10
cellules IGROV1 sont ensemencées en milieu complet (A) ou en ascites (ascite 6) (B) en présence de fibronectine
plasmatique (20 pg/mL) couplé a un fluorochrome Alexa® 568 dans des boites de culture recouvertes d’agarose. Elles sont
incubées a 37°C pendant 7 jours. Les cellules sont fixées avec du PFA puis perméabilisées. Les noyaux cellulaires sont
marqués au DAPI. Les cellules sont observées au microscope confocal. Les barres d’échelle représentent 20 um.
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Les résultats montrent un décalage du maximum d'émission de fluorescence a 340 nm au lieu de

330 nm.

Ce « shift » est caractéristique d'une modification de la conformation de la vitronectine purifiée
a partir de cette ascite. Dans ce cas, la vitronectine ascitique et la vitronectine plasmatique

présentent des conformations différentes (Figure 78C).

1.6.2. Incorporation et « utilisation » de la fibronectine exogéne dans les sphéroides

Apreés avoir mis en évidence la présence de protéines de la matrice extracellulaire au sein des
sphéroides, et notamment de collagéne IV, de laminine, de fibronectine, de vitronectine et de
fibrinogéne, I'incorporation de certaines de ces protéines, au sein des sphéroides en formation, a été
évaluée. La fibronectine est organisée sous forme de fibrilles au sein des sphéroides formés par les
cellules IGROV1 cultivées en ascite. Ainsi, en utilisant de la fibronectine préalablement purifiée et
greffée a une molécule fluorescente (Alexa 568) selon un protocole établi par notre équipe, il est
observé que les cellules IGROV1 mises en présence de cette protéine, I'incorporent et I'organisent au
sein des sphéroides en formation (Figure 79). En effet, les résultats de ce marquage montrent que la
fibronectine marquée est incorporée au sein des sphéroides ainsi qu’en périphérie cellulaire lorsque
les cellules sont cultivées en milieu complet (Figure 79A). Une organisation fibrillaire est observée
lorsque les cellules sont en condition ascitique (Figure 79B). Ce résultat suggere que le contenu
matriciel ascitique, et notamment la fibronectine ascitique, pourrait étre incorporée par les cellules

au cours de la formation des sphéroides

1.6.3. Impact de la fibronectine, de la vitronectine et des intégrines av sur la survie des
cellules organisées en sphéroides

Le comportement cellulaire est sous la dépendance de la biodisponibilité des protéines
matricielles et de 'organisation de ces protéines les unes par rapport aux autres. Lorsque les cellules
adherent sur un support, des signalisations de survie sont activées. Celles-ci sont dépendantes d’une
interaction des récepteurs d’adhérence membranaires avec les protéines matricielles. Lors de la
dissémination des cellules cancéreuses ovariennes, les cellules s’organisent sous forme de
sphéroides. La survie des cellules dans les sphéroides est-elle due a la création d’interactions entre
les protéines matricielles identifiées dans les sphéroides et leurs récepteurs d’adhérence

spécifiques ?
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IGROV1 en sphéroides
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Figure 80: Impact des ligands matriciels et des récepteurs d’adhérence de type intégrine aV sur la survie des cellules
organisées en sphéroides. 1,5.106 cellules sont cultivées sur substrat non-adhésif entre 24 et 48 h dans différentes
conditions : (A) en présence de milieu sans SVF additionné de Fn ou Vn a 20 pug/mL plasmatiques ou ascitiques pendant 48h,
(B) en présence de doses croissantes de Fn ou de Vn pendant 48h (C) ou aprés inhibition de I'expression des intégrines av
via un SiIARN en milieu complet. La survie des cellules IGROV1 cultivées dans ces conditions est analysée en suivant le
clivage de PARP par western-blot. Fn et Vn: fibronectine et vitronectine plasmatiques. Fn,, et Vn,.: fibronectine et
vitronectine ascitiques.
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Pour répondre a cette question, les cellules IGROV1 ont été cultivées pendant 2 jours en
condition non-adhérente dans le milieu de culture seul. Comme précédemment démontré, en
suivant le clivage de la protéine PARP, on remarque que les cellules entrent en apoptose de maniére
importante. En effet, il y a absence totale de la bande PARP non clivé. La culture en milieu complet
ne permet pas aux cellules non adhérentes de résister a I'apoptose. Lorsque les cellules sont
cultivées dans le milieu seul additionné de fibronectine, le clivage de la protéine PARP est beaucoup
moins important. La diminution de I'apoptose observée dans la condition milieu seul additionné de
fibronectine, est encore plus prononcée lors de I'ajout de vitronectine au milieu de culture (Figure
80A;). Un résultat similaire est obtenu quand les cellules sont incubées dans des conditions
identiques en présence fibronectine et de vitronectine ascitiques (Figure 80A,). En effet, le clivage de
la protéine PARP diminue en présence de fibronectine ascitique, et ce clivage est encore moins

prononcé en présence de vitronectine ascitique.

Ainsi, la fibronectine et la vitronectine préalablement purifiées et ajoutées au milieu de culture
sans SVF permettent de diminuer la fraction de cellules IGROV1 engageant un processus apoptotique
lors de leur culture en condition non-adhérente. La fibronectine et la vitronectine semblent protéger
les cellules IGROV1 formant les sphéroides de la mort par anoikis suite a la perte d’ancrage. La

vitronectine aurait un effet plus prononcé que la fibronectine.

L'effet protecteur observé sur les cellules IGROV1 est-il dose-dépendant ? Afin d’analyser un
éventuel effet-dose, les cellules ont été incubées en milieu de culture sans SVF, additionné de
fibronectine ou de vitronectine a des concentrations croissantes allant de 0 a 100 pg/mL. Le clivage
de la protéine PARP a été suivi par western blot. La résistance a |'anoikis engendrée par I'ajout de

fibronectine et de vitronectine semble, en effet, dose-dépendante (Figure 80B).

Enfin, l'influence des récepteurs d’adhérence spécifiques de la vitronectine mais aussi de la
fibronectine, a savoir les intégrines de la famille av, a été analysée en diminuant leur expression par
la technique des ARN interférence (SiARNs) en milieu complet. Comme précédemment, I'activation
du processus d’apoptose a été suivie via le clivage de la protéine PARP par western-blot. Ce
traitement conduit a une augmentation du clivage de la protéine PARP et donc une augmentation de
I’'apoptose des cellules IGROV1 cultivées en condition non adhérente (Figure 80C). La diminution de
I’expression des intégrines de la famille av, conduit a une perte de signalisation de survie induisant

I'apoptose des cellules.
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Figure 81: Impact des MEC ascitiques sur I'adhérence des cellules cancéreuses ovariennes. 20 000 cellules IGROV1 (A) ou
SKOV3 (B) ont été ensemencées pendant 2 h sur revétements de fibronectine (Fn) ou de vitronectine (Vn) plasmatiques ou
ascitiques a 20 pg/mL. A l'issu des 2 h d’incubation, les cellules sont fixées, colorées au cristal violet puis lysées afin de
mesurer |'absorbance a 595 nm et quantifier I'adhérence des cellules. Les tests statistiques sont effectués par rapport au
milieu complet. Plasm: Plasmatiques, Asc: Ascitiques. *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001.
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1.6.4. Impact de la fibronectine et de la vitronectine ascitiques sur 'adhérence et la
migration des cellules cancéreuses ovariennes

Comme démontré précédemment, un revétement d’ascite est propice a I'adhérence cellulaire et
I’ascite stimule I'adhérence cellulaire (Cf 1.1, page 94). La Figure 81 démontre que parmi les éléments
matriciels contenus dans les ascites, la vitronectine et la fibronectine sont des molécules bioactives
induisant cette adhérence. Une fois purifiées a partir d’ascites et utilisées en revétements des

surfaces de culture, elles induisent une forte adhérence cellulaire.

En effet, par des tests d’adhérence cellulaire, on constate que 40 % de cellules IGROV1 adhérent
sur un revétement de vitronectine purifiée a partir d’ascites. La cinétique d’adhérence des cellules
IGROV1 est identique quelle que soit la provenance de la vitronectine étudiée (plasmatique/ ascite 6/
ascite 9). L'adhérence des cellules IGROV1 sur la vitronectine purifiée a partir d’ascite ou de plasma
sanguin est comparable a I'adhérence des cellules sur le revétement d’ascite et est trois fois plus
important que sur le revétement de milieu complet. Le revétement de fibronectine purifiée a partir
d’ascite permet une adhérence plus importance des cellules IGROV1 comparée a I'adhérence de ces
cellules sur les revétements de vitronectine. Plus de 60 % de cellules adhérent sur la fibronectine
sans différence selon leur provenance (plasmatique/ ascite 6/ ascite 9) (Figure 81A). L’adhérence des
cellules SKOV3 sur un revétement de vitronectine ascitique représente entre 25 et 30 % des cellules
ensemencées. L'adhérence mesurée est comparable a celle mesurée sur le revétement de
vitronectine plasmatique. D’autre part, la mesure d’adhérence des cellules SKOV3 montre une
capacité d’adhérence légerement supérieure sur la fibronectine purifiée a partir du plasma sanguin

ou d’ascite (Figure 81B).

Le pouvoir chimio-attractif de la fibronectine purifiée a partir d’ascite a été testé (Figure 82)
selon la méme approche employée pour tester I'effet chimio-attractif de I'ascite (technique des
chambres de Boyden, (Cf I.1 page 96)). Ainsi, les cellules ont été ensemencées en milieu de culture
seul ou en ascite. Dans les compartiments inférieurs, les membranes sont en contact avec de I'ascite

ou du milieu de culture sans SVF additionné de fibronectine ascitique a 20 pg/mL.

Lorsque les cellules IGROV1 sont ensemencées en milieu de culture sans SVF, 250 cellules
migrent vers le compartiment contenant de |'ascite. Le nombre de cellules IGROV1 migrantes passe
de 250 a 300, lorsque ces cellules sont ensemencées en milieu de culture seul dans le compartiment
supérieur et que la fibronectine ascitique se trouve dans le compartiment inférieur. Enfin lorsque les
cellules sont ensemencées dans l'ascite, le pouvoir chimio-attractif de la fibronectine ascitique
(présente dans le compartiment inférieur) induit la migration de plus de 130 cellules, contre 49

qguand les cellules sont ensemencées en ascite et migrent vers |'ascite (Figure 82A).
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Figure 82: Impact des MEC ascitiques sur la migration des cellules cancéreuses ovariennes. Les chambres de Boyden sont
placées dans les puits contenant de I'ascite ou de la fibronectine ascitique a 20 ug/mL pendant 1 h a 37°C. Les cellules
IGROV1 (A) et SKOV3 (B) sont ensemencées en ascites (ascites 6 ou 8) ou en milieu RPMI 0 % SVF dans les compartiments
supérieurs pendant 6 h a 37°C. A I'issu du temps d’incubation, les compartiments supérieurs sont nettoyés de sorte que
seules les cellules ayant migrées a travers les pores soient fixées et colorées avant de procéder aux comptages. Fn asc 6:
Fibronectine ascitique purifiée de I'ascite 6. *p<0,05 et ***p<0,001.
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Dans le cas des cellules SKOV3, le nombre de cellules migrantes a travers les chambres de Boyden est
plus important lorsque la fibronectine ascitique est placée dans le compartiment inférieur. Le
pouvoir chimio-attractif de I'ascite et de la fibronectine ascitique sont comparables quand les cellules
sont ensemencées en milieu de culture sans SVF (environ 900 cellules migrantes). Le pouvoir chimio-
attractif de la fibronectine ascitique est d’autant plus marqué lorsque les cellules sont cultivées dans
I'ascite (1200 cellules migrantes contre 850 lorsque les cellules sont cultivées en milieu de culture

sans SVF) (Figure 82B).

Conclusion 1.6 :

- l’ascite contient de la fibronectine et de la vitronectine qu’il est possible de purifier.
Aprés purification, une variabilité de conformation des protéines purifiées peut-étre
observée en fonction de leurs origines.

- Les protéines matricielles vitronectine et fibronectine permettent I'adhérence des
cellules cancéreuses ovariennes (plasmatique vs ascitique).

- La vitronectine et la fibronectine ascitiques semblent étre incorporées au sein des
sphéroides et participer a la survie des sphéroides formés en condition ascitique. Ces
protéines protégent notamment les cellules IGROV1 de la mort par anoikis. Cet effet
est dose-dépendant et est également dépendant des intégrines av.

- La capacité de ces protéines ascitiques a promouvoir I'adhérence cellulaire est
également démontrée, ainsi que la capacité de la fibronectine ascitique a favoriser la
migration individuelle des cellules cancéreuses.

- Ces éléments suggerent que ces molécules présentes dans les ascites sont des

éléments bioactifs potentiellement impliqués dans la récidive.
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Figure 83: L’ascite est un microenvironnement permissif a la dissémination des cellules cancéreuses ovariennes.

L’ascite est un microenvironnement qui favorise I'adhérence et la migration des cellules cancéreuses
ovariennes (Conclusion I.1). Ces liquides pathologiques sont également permissifs a la prolifération
de ces cellules (Ccl 1.2). Cependant, alors que certaines lignées cellulaires changent de morphologie,
comme les cellules SKOV3 (a), d’autres forment spontanément des sphéroides dans I'ascite, c’est le
cas des cellules IGROV1 (b) (Ccl 1.2). Les cellules placées dans des conditions de culture
non-adhérente en ascite (ou en milieu de culture complet) sont capables de survivre et de résister au
processus d’apoptose initié suite a la perte d’ancrage a une matrice extracellulaire (Ccl 1.3 et 1.4). La
caractérisation des sphéroides a permis de localiser la présence de protéines de la matrice
extracellulaire organisées au sein des sphéroides d’'IGROV1 formés dans les ascites, ainsi que
I’'abondance de récepteurs d’adhérences cellulaires, les intégrines de la famille av et a5 (Ccl I.5). Les
protéines de la matrice extracellulaire ascitique, notamment la vitronectine et la fibronectine
influencent I'adhérence, la migration, la survie et I'organisation des cellules en sphéroide (Ccl 1.6).
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Figure 84: Effet du cisplatine sur la viabilité des cellules cancéreuses ovariennes en milieu complet. Les cellules IGROV1
(A) et SKOV3 (B) ont été traitées avec des doses croissantes de CDDP pendant 72 h. A I'issu de ce traitement la viabilité
cellulaire a été mesurée avec le test XTT. Les tests statistiques sont effectués par rapport a la condition non traitée. *p<0,05
et ***p<0,001.
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II. Impactdu microenvironnement ascitique sur la résistance
des cellules cancéreuses ovariennes a la chimiothérapie

L'objet de ce volet expérimental est d’analyser la réponse des cellules cancéreuses ovariennes a
deux agents chimiothérapeutiques, le cisplatine et le carboplatine. L'impact de I'ascite et la
spécificité de ce microenvironnement seront analysés suite aux traitements des cellules cancéreuses
ovariennes avec du cisplatine (en comparaison avec les conditions de culture classiques en milieu

complet).

11.1. Effet du cisplatine sur la viabilité des cellules cancéreuses ovariennes

Le cisplatine (CDDP) est utilisé dans la chimiothérapie standard des cancers ovariens. En premier
lieu, la viabilité des cellules IGROV1 et SKOV3 a été analysée apres 72 h de traitement a différentes

doses de CDDP, en milieu complet.

La viabilité des cellules IGROV1 décroit en fonction des doses croissantes de CDDP. Aprés 72 h
de traitement, a 5 ug/mL, le pourcentage de cellules viables est de 6 %. La concentration minimale
inhibitrice (Clsp) du CDDP a 72 h, correspondant a la dose de CDDP pour laquelle 50 % des cellules
sont viables, est de 2 pg/mL (Figure 84A). Le CDDP induit également une diminution de la viabilité
des cellules SKOV3. Aprés 72 h de traitement a 5 ug/mL, 30 % de cellules SKOV3 sont viables. La Cls
du CDDP a 72 h pour les cellules SKOV3 est de 3 ug/mL (Figure 84B).

Conclusion I1.1 : Le CDDP induit la mort des cellules IGROV1 et SKOV3, néanmoins une fraction de la
population cellulaire résiste au traitement. Dans les conditions expérimentales réalisées, la

sensibilité au CDDP des cellules IGROV1 est plus importante que celle des cellules SKOV3.
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Figure 85: Impact de I'ascite sur la viabilité des cellules cancéreuses ovariennes traitées au cisplatine. Les cellules IGROV1
(A-B) ou SKOV3 (C-D) ont été cultivées dans différentes ascites et traitées au CDDP. La viabilité cellulaire dans les différentes
ascites a été mesurée par XTT (A) et (C). Les résultats obtenus dans les ascites ont été moyennés afin de les comparer avec
ceux obtenus en milieu complet (B) et (D). Les tests statistiques sont déterminés par rapport aux conditions non traitées.

*p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001.

135



Chimiorésistance des cellules cancéreuses ovariennes Présentation des résultats

I1.2. Effet de I'ascite sur la viabilité des cellules cancéreuses ovariennes
suite aux traitements avec du cisplatine

L'ascite influence de nombreux comportements cellulaires propices a la récidive des cancers
ovariens (Cf partie I). Lors des chimiothérapies, la présence d’ascite peut avoir un impact sur la
réponse des cellules cancéreuses ovariennes. Afin d’estimer cet impact, les traitements au CDDP des
cellules ont été réalisés en présence d’ascites et la viabilité cellulaire a été mesurée apreés 72 h de

traitement.

Lorsque les cellules IGROV1 sont traitées au CDDP dans un microenvironnement ascitique, la
viabilité cellulaire est en moyenne de 60 %. L’ascite 5 est I'ascite qui permet I'obtention d’une plus
grande protection contre la mort cellulaire induite par le CDDP. Dans cette ascite, 80 % (+/-5 %) des
cellules restent viables aprés un traitement au CDDP a 5 pug/mL. En revanche, un traitement a cette
méme dose, réalisé lorsque les cellules sont en présence de I'ascite 4 induit une mortalité cellulaire
plus importante comparé aux traitements réalisés avec les autres ascites. En effet, seulement 44 %
(+/- 3 %) des cellules restent viables a cette dose (Figure 85A). La viabilité des cellules IGROV1 est
donc plus importante apres traitement au CDDP lorsque ces traitements se font en condition
ascitique plutét qu’en condition de culture classique (Figure 85B). Ce résultat démontre I'effet

protecteur des ascites vis-a-vis des traitements.

En condition ascitique, les traitements au CDDP des cellules SKOV3 induisent une baisse de la
viabilité cellulaire de maniere dose-dépendante. Selon les ascites utilisées, la viabilité cellulaire en
réponse au CDDP est différente. Entre 50 et 80 % de viabilité cellulaire est observée selon I'ascite
utilisée (Figure 85C). Comme pour les cellules IGROV1, la viabilité des cellules SKOV3 est supérieure
suite a un traitement au CDDP en présence d’ascite comparée a la viabilité mesurée en milieu
complet (Figure 85D). Les ascites protegent donc également les cellules SKOV3 de la mortalité

induite par le CDDP. Ces résultats démontrent I'effet protecteur des ascites vis-a-vis des traitements.

Afin d’affiner ces résultats, une analyse par cytométrie de flux a été réalisée afin d’estimer la
répartition des cellules IGROV1 dans les phases du cycle cellulaire en fonction des traitements et du
microenvironnement des cellules (Figure 86). Ainsi, I'analyse a été effectuée apres traitement des
cellules avec du CDDP en milieu complet ou en ascite. Tout d’abord, les profils de cytométrie de flux
obtenus lorsque les cellules sont dans un microenvironnement classique (milieu complet) et ascitique
sont relativement comparables. Ces résultats confortent ceux obtenus en Figure 68 reflétant la

croissance des cellules dans ces deux types de conditions.
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Figure 86: Impact de I’ascite sur la progression des cellules IGROV1 traitées au cisplatine dans les différentes phases du
cycle cellulaire. 1,5.106 cellules IGROV1 ont été cultivées en condition de culture classique ou ascitique (Ascite 5). Ces
cellules ont été traitées (C, D) ou non (A, B) avec 2,5 ug/mL de cisplatine pendant 72 h. Suite a cette période de traitement,
les culots cellulaires ont été fixés a I’éthanol 70 % et la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire

a été analysée par cytométrie de flux.
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Pré-G1 2,91 % 4,01 %
g g | Go/G1 47,09 % 49,95 %
é :§ 5 19,54 % 17,48 %
2 G2/M 22,06 % 20,97 %
Pré-G1 11,97 % 9,15 %
S g G0/G1 14,64 % 13,05 %
5 T s 32,24 % 19,16 %
G2/M 31,24 % 42,81%

Tableau 11: Répartition des cellules IGROV1 dans les différentes phases du cycle cellulaire en fonction de leur
microenvironnement.

La Figure 86A révéele 3 a 4 % de débris cellulaire et de cellules « apoptotiques (pré-G1), 47 a 50 %
de cellules en GO/G1, 19 a 17 % de cellules en phase S et 22 a 21 % de cellules en G2/M pour les
conditions classiques et ascitiques respectivement (Figure 86A, Tableau 11). Les « tailles » des
cellules sont également comparables (Figure 86B, Count/FS). Le traitement au CDDP des cellules

IGROV1 induit de fortes modifications de cette répartition :

- En condition classique de culture (Figure 86C, Tableau 11), la proportion de débris
cellulaires et de cellules « apoptotiques » (pré-G1 : traduisant une mort cellulaire induite par
I'effet cytotoxique du CDDP) est beaucoup plus importante. Elle passe de 3 a 12 % environ
ce qui reflete une mortalité cellulaire probablement, ou en partie, due au déclenchement
apoptotique. Par ailleurs, la proportion de cellules en GO/G1 diminue (47 a 14 %), alors que
la population cellulaire G2/M augmente (22 a 31 %). De plus, la population en phase S
semble augmentée (19 a 32 %) mais ce résultat est a tempérer car de nombreuses cellules
« comptées en S » sont en fait bloquées avant la progression en G2 (Point de controle
G2/M). En termes de taille, deux populations semblent étre présentes, 'une comparable a la
condition non traitée et une autre dont la taille est plus volumineuse (Figure 86D,
Count/FS). Cette augmentation de taille conforte I’hypothése du blocage des cellules en
phase S.

- En condition ascitique (Figure 86C, Tableau 11), la proportion de débris cellulaires et de
cellules « apoptotiques » (pré-G1) est également plus importante lorsque les cellules sont
traitées au CDDP. Cependant, cette augmentation est plus négligeable qu’en condition
classique de culture. Elle passe de 4 a 9 % environ ce qui reflete une mortalité cellulaire

plus faible que précédemment, probablement due au déclenchement apototique.
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Figure 87: Impact de I'ascite sur la progression des cellules SKOV3 traitées au cisplatine dans les différentes phases du
cycle cellulaire. 1,5.10° cellules SKOV3 ont été cultivées en condition de culture classique ou ascitique (Ascite 5). Ces
cellules ont été traitées (C, D) ou non (A, B) avec 2,5 ug/mL de cisplatine pendant 72 h. Suite a cette période de traitement,

les culots cellulaires ont été fixés a I'éthanol 70 % et la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire
a été analysée par cytométrie de flux.
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Par ailleurs, la proportion de cellules en GO/G1 diminue (49 a 13 %), la population en phase S
semble rester stable (17 a 19 %). Le résultat le plus frappant concerne la population en G2/M qui
augmente de 20 a 42 % environ traduisant un blocage probable des cellules en G2 (Figure 86C,
Tableau 11). D’ailleurs, la Figure 86D, conforte ce blocage probable et révele la présence de
« grosses cellules ». La taille de la totalité des cellules dans ces conditions a doublée (décalage du pic

sur la Figure 86D).

Phases | Milieu complet Ascite 5
Pré-G1 2% 0,7%
o £ [ o/l 82,9% 72,01 %
o @
% S 6,04 % 12,8%
o
c G2/M 8,2% 13,7 %
@ Pré-G1 17,6 % 8,4 %
“Q
= & G0/G1 15,9 % 10,5 %
5 0O
A S 452 % 57,1%
o @©
A G2/M 16,7 % 18,6 %

Tableau 12: Influence du microenvironnement des cellules SKOV3 sur leur progression des cellules dans le cycle cellulaire
suite a un traitement au CDDP.

Méme si les cellules SKOV3 semblent moins sensibles a I'action du CDDP et que les effets sont
moins prononcés, le traitement au CDDP de ces cellules engendre globalement les mémes
phénomeénes, a savoir une augmentation des débris cellulaires et des cellules « apoptotiques »
(Figure 87A-D et Tableau 12). L’ascite atténue également l'effet du CDDP et engendre une

augmentation de taille et un blocage des cellules en G2/M.

Les traitements des cellules au CDDP en condition ascitique sont moins cytotoxiques qu’en
conditions classiques de culture. La mortalité cellulaire (et notamment par apoptose) due au CDDP
semble moins importante en condition ascitique. Par ailleurs, il semble qu’un blocage important des

cellules au point de contrdle G2/M ait lieu dans les deux conditions (ascite et milieu).

La multitude de dommage a I'’ADN due au CDDP semble engendrer ce blocage plus

particulierement en condition ascitique (mécanisme de défense de la cellule).

Les traitements au CDDP induisent une augmentation des débris cellulaires et probablement,
une augmentation des cellules ayant déclenché un processus apoptotique (et donc une signalisation

de mort par apoptose).
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Ces observations sont confirmées par I'apparition de clivage de la protéine PARP lors des
traitements au CDDP en milieu complet ou en ascite (Figure 88). Pour certaines ascites (ascite 5, par
exemple), malgré une protection globale des cellules et le maintien d’une viabilité conséquente, en
partie illustré par le pic pré-G1, le clivage de PARP, démontrant une mort par apoptose d’une partie
des cellules, est révélé (Figure 88A et Figure 88B). Pour d’autres ascites (ascite 11), le suivi du clivage
de la protéine PARP illustre I'effet protecteur de certaines ascites. En effet, le clivage de la protéine
PARP est présent lors des traitements au CDDP en milieu complet, témoignant d’une mort par
apoptose. En revanche, peu de clivage de la protéine PARP est visualisable lors de traitements au

CDDP réalisés en condition ascitique (ascite 11), (Figure 88C et Figure 88D).

IGROV1 SKOV3
-A- -B-
Milieu Ascite 5 Milieu Ascite 5
complet complet
0 2,5 0 2,5 pg/mL 0 2,5 0 2,5 pg/mL
— s 4 PARP »
clivée
— — — — TUDUINE | —— o —

-C- -D-

Milieu complet Ascite 11 Milieu complet Ascite 11

0 1 2,5 0 2,5 ug/mL 0 1 2,5 ug/mL

Figure 88: Influence de I'ascite sur la survie des cellules IGROV1 et SKOV3 traitées au CDDP. 1,5.10° cellules IGROV1 (A, C)
et SKOV3 (B, D) sont cultivées en milieu complet ou en ascites (Ascites 5 et 11) et traitées avec 2,5 ug/mL de CDDP pendant
72 h. A l'issue de ce temps de traitement, Iinduction du processus d’apoptose est analysée en suivant le clivage de PARP
par western-blot (A-D).
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Afin d’estimer une différence de signalisation induite dans chacune des conditions utilisées
(milieu complet +/- CDDP ou ascite +/- CDDP), I'expression et activation des MAP-Kinases Erk-1/-2
ont été recherchées. Les résultats représentés par la Figure 89 ne révélent pas de différences
significatives d’expression et d’activation de ces kinases intracellulaires en fonction des différentes
conditions. L'effet « protecteur » de I'ascite sur les cellules IGROV1 et SKOV3 vis-a-vis du traitement

au CDDP semble donc Erk indépendant (Figure 89).

IGROV1 SKOV3

-A - -B-

Milieu Milieu ASCi
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Figure 89: Influence de I’ascite sur la survie des cellules IGROV1 et SKOV3 traitées au CDDP. 1,5.10° cellules IGROV1 (A) et
SKOV3 (B) sont cultivées en milieu complet ou en ascite (Ascite 5) et traitées avec 2,5 pg/mL de CDDP pendant 72 h. A
I'issue de ce temps de traitement, I'induction d’une signalisation de survie via la voie des MAP-Kinases est suivie en
analysant la phosphorylation de Erk-1/-2 par western-blot.

Conclusion 1.2 : - Le microenvironnement ascitique est propice a la résistance des
cellules cancéreuses ovariennes aux traitements par le CDDP. Cette résistance est
illustrée par des modifications de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire
(blocage G2/M et diminution des proportions de cellules « apoptotiques » et de débris
cellulaires en pré-G1) et semble indépendante de la voie de signalisation impliquant

Erk-1/-2.
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Figure 90: Effet de la concentration protéique des ascites sur la viabilité cellulaire. 20 000 cellules IGROV1 (A) et SKOV3 (B)
ont été cultivées en ascites (Ascites 5 ou 10) et traitées avec différentes doses de CDDP pendant 72 h. Les ascites ont été
utilisées a différentes dilutions (au 1/2 et au 1/10). A I'issu de ce traitement, la viabilité des cellules est analysée avec le test
XTT. Les tests statistiques sont réalisés a partir des conditions ascites non diluées. **p<0,01 et ***p<0,001.
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I1.3. Spécificité du microenvironnement ascitique sur la chimiorésistance
des cellules cancéreuses ovariennes

L’étude de la composition des ascites montre qu’elles sont riches en protéines (Tableau 13). Or,
en condition ascitique, la résistance des cellules IGROV1 et SKOV3 semble étre
concentration-dépendante (Figure 90). En effet, la sensibilité au CDDP des cellules IGROV1 est plus
importante si I'ascite est préalablement diluée (1/10) dans du milieu de culture (Figure 90A). En

revanche, cet effet n’est pas observé pour les cellules SKOV3 (Figure 90B).

Pour confirmer I'hypothése selon laquelle I'effet protecteur de I'ascite est dii a une forte
concentration protéique, l'influence de l'ascite sur la réponse des cellules aux traitements par le
CDDP, a été comparée avec celle d’'un milieu ayant une teneur en protéines similaires. Le sérum de
veau foetal (SVF) présente I'avantage d’avoir une teneur en protéines importante et comparable a
celle des ascites. Le Tableau 13 rapporte les concentrations en protéines et en glucose dans les
différentes ascites utilisées ainsi que dans le SVF. Les concentrations protéiques des ascites sont du
méme ordre de grandeur, soit 36,5 mg/mL (+/-3 mg/mL). La concentration protéique du SVF est de
30 mg/mL. Les ascites testées et le SVF sont donc équivalents en concentration protéique. De fagon
similaire, le dosage du glucose dans ces milieux montre une équivalence entre les ascites et le SVF
(1,42 mg/mL (+/-0,7 mg/mL) et 1,40 mg/mL, respectivement). Toutefois, les résultats des dosages du

glucose dans les ascites sont plus hétérogenes.

Ascites ou SVF | [Protéines] mg/mL | [Glucose] mg/mL

Ascite 1 32 1,70
Ascite 4 41 0,15
Ascite 5 47 2,05
Ascite 10 38 1,90
Ascite 11 31 1,30

SVF 30 1,40

Tableau 13: Dosage de protéines et du glucose dans les ascites et dans le SVF
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Figure 91: Spécificité de I'ascite sur la chimiorésistance des cellules cancéreuses ovariennes. 20 000 cellules IGROV1 (A-C)
et SKOV3 (B-D) ont été cultivées en milieu complet ou en SVF et traitées a des doses croissantes de CDDP pendant 72 h. A
I'issue de ce traitement, la viabilité des cellules a été estimée par XTT (A-B) et la morphologie des cellules a été observée (C-
D). Les tests statistiques ont été réalisés par rapport a la moyenne des ascites pour chaque dose. *p<0,05, **p<0,01 et
**%p<0,001.
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Les traitements des cellules au CDDP ont été réalisés en présence d’ascite ou en présence de
SVF et la viabilité cellulaire a été mesurée apres 72 h de culture. Comme montré précédemment, les
traitements au CDDP en ascites induisent une mortalité cellulaire dose-dépendante. En effet, a 5
ug/mL de CDDP, la viabilité des cellules IGROV1 reste supérieure a 50 % aprés 3 jours de traitement.
Lorsque ce traitement est réalisé en présence de SVF, la mortalité est plus importante qu’en ascite. A
5 ug/mL de CDDP, seulement 10 % des cellules IGROV1 sont viables dans ces conditions (Figure 91A).
Les traitements au CDDP des cellules SKOV3 en condition ascitique et en SVF, donnent des résultats
comparables. La viabilité des cellules SKOV3 décroit de maniere dose-dépendante en ascite. En
présence de SVF, la viabilité des cellules SKOV3 aprés traitement au CDDP est inférieure a la viabilité

cellulaire en présence d’ascite (Figure 91B).

L’analyse de la morphologie des cellules en ascite et en SVF aprés 72 h de culture montre que les
cellules sont en « souffrance » dans le SVF et ce, méme dans la condition non traitée. Le nombre de
cellules présentes dans les puits de culture, en présence de SVF, est beaucoup moins important

gu’en ascite. Les traitements au cisplatine amplifient cet état (Figure 91B et Figure 91C).

Bien que la teneur en protéines soit similaire en ascites et en SVF, ce dernier semble étre un
environnement peu propice pour la croissance des cellules et non protecteur vis-a-vis du CDDP. Ainsi,
la protection de I'ascite ne semble pas étre due a un effet « concentration-protéique » mais plutét a

des éléments bioactifs spécifiques contenus dans I'ascite.

Conclusion 1.3 : L'effet protecteur de I’ascite contre les agents chimiothérapeutiques
n’est pas d{ a la concentration protéique des ascites. Cet effet protecteur semble étre

spécifique de la composition du microenvironnement ascitique.
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Figure 92: Impact de la MEC ascitique sur la chimiorésistance des cellules cancéreuses. 20 000 cellules IGROV1 (A-B) et
SKOV3 (C-D) ont été cultivées en milieu seul ou additionné de fibronectine (Fn) (A-C) ou vitronectine (Vn) (B-D) ascitiques
(purifiées a partir des ascites 4 et 9) a 20 pug/mL. Elles ont été traitées avec des doses croissantes de CDDP pendant 72 h. La
viabilité cellulaire est estimée avec le test du XTT. * p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001.
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I1.4. Impact des protéines matricielles ascitiques sur la réponse des cellules
au CDDP

La protection des ascites contre I'effet cytotoxique du CDDP semble dépendante d’éléments
bioactifs contenus dans celles-ci. Parmi ces éléments, la fibronectine et la vitronectine, deux
glycoprotéines matricielles qui, associées a leurs récepteurs de type intégrine av, semblent étre
majeures dans la « biologie des cancers ovariens », ont été purifiées (Cf résultats .6.1 ; page 122). De
plus, le role de ces deux molécules dans la formation des sphéroides (Cf résultats 1.6.2 ; page 124) et
leur effet protecteur sur la mort cellulaire induite par I'absence d’ancrage (Cf résultats 1.6.3 ; page
126) suggerent que ces deux protéines matricielles ascitiques pourraient interférer dans I’action du

CDDP.

Il est donc apparu pertinent d’estimer I'influence de la fibronectine et la vitronectine ascitiques
sur la chimiorésistance des cellules IGROV1 et SKOV3. Les cellules ont été incubées en présence de
fibronectine ou de vitronectine, préalablement purifiées a partir d’ascite, et traitées au CDDP

pendant 72 h.

La présence de fibronectine ascitique, dans le milieu de culture seul (sans SVF) et donc sans
aucun autre apport potentiellement présent dans le SVF, n’influence pas la viabilité cellulaire et
n’apporte aucune protection significative des cellules IGROV1 suite aux traitements de CDDP (Figure
92A). Concernant la vitronectine ascitique, il semble que son effet soit ascite-dépendant. La
vitronectine issue de certaines ascites semble impacter la viabilité des cellules IGROV1 (Figure 92B).
Ainsi, alors que la vitronectine purifiée a partir de I'ascite 9 n’engendre pas de modification
significative de la viabilité cellulaire en réponse aux traitements au CDDP, comparativement aux
traitements en milieu de culture seul, la présence de la vitronectine purifiée a partir de I'ascite 4,
diminue significativement de la viabilité cellulaire (toujours par rapport au milieu de culture seul).
Dans ce cas, la vitronectine ascitique semble potentialiser I'action du CDDP. De fagon similaire, la
présence de fibronectine ascitique, dans les mémes conditions, n’influence pas la viabilité cellulaire
et n’apporte aucune protection significative des cellules SKOV3 suite aux traitements de CDDP

(Figure 92C et Figure 92D).

Aux vues des résultats obtenus, nous avons estimé la capacité des molécules ascitiques a

interagir avec le CDDP.
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Figure 93: Piégeage du CDDP par les protéines matricielles. 1 ou 10 pug/mL de CDDP ont été incubés seuls ou en présence
de fibronectine (Fn) ou de vitronectine (Vn) a 50 pg/mL pendant 3 h a 37°C. Ensuite les solutions ont été déposées et

séchées sur des lamelles en verre préalablement traitées. Les échantillons ont été analysés par XPS.
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I1.4.1 « Piégeage » du CDDP par la vitronectine et la fibronectine ascitiques

Des expériences préliminaires estimant la capacité des protéines matricielles fibronectine et
vitronectine a «piéger » le CDDP ont été ainsi réalisées. Le CDDP a été incubé a différentes
concentrations (1 ou 10 pg/mL) en présence de vitronectine ou fibronectine (a 50 pug/mL) en milieu
de culture sans SVF. Les solutions ont été analysées par la méthode de spectroscopie

photoélectronique X (XPS).

Pour une concentration de CDDP de 1 pg/mL, la quantité de CDDP fixée a la fibronectine ou la
vitronectine est identique (environ 7 unités arbitraires (UA)). En revanche, avec 10 pg/mL de CDDP, la
quantité de CDDP fixée sur la vitronectine est deux fois plus importante que sur la fibronectine (61
UA et 28 UA respectivement). Ces résultats tendent a montrer que le CDDP aurait plus d’affinité pour

la vitronectine que pour la fibronectine (Figure 93A).

La Figure 93B, permet de visualiser la quantité d’atome d’azote fixé par atome de platine. A
faible concentration de CDDP, les valeurs sont équivalentes (700 pour chaque protéine). Des
différences sont observées avec 10 pg/mL de CDDP. On remarque qu’il y 118 atomes d’azote par
atomes de platine pour la fibronectine et 61 atomes d’azote par atome de platine dans le cas de la
vitronectine. Or la fibronectine est composée de 1917 atomes d’azote en moyenne, 662 atomes
d’azote pour la vitronectine. Ce qui représente, 11 atomes de platine fixés par molécule de
vitronectine et 16 atomes de platine fixés par molécule de fibronectine. En tenant compte du rapport
entre le nombre de platine fixé et la taille des protéines, la vitronectine fixe plus d’atome de platine
que la fibronectine. Ce qui révele que le platine a plus d’affinité pour la vitronectine que pour la
fibronectine.

L’analyse des échantillons de CDDP seul, a 1 ou 10 pg/mL, n’ont pas permis de détecter les
atomes de platine. Ils ont pu étre dégradés au moment de I'analyse. Ce contrdle indique que le CDDP
seul ne peut pas étre détecté par XPS. La présence de protéines I’'ayant au préalable « piégé » semble

étre nécessaire. Il est a noter que ces expérimentations sont préliminaires et doivent étre confortées.

Conclusion 11.4 : - Dans les conditions expérimentales réalisées (absence totale de SVF),
la fibronectine et la vitronectine ascitiques ne semblent pas étre des éléments
protecteurs suffisants vis-a-vis de I'action du CDDP. La vitronectine, selon |'origine de
I'ascite a partir de laquelle elle a été purifiée, pourrait méme potentialiser I'action du

CDDP.

- La fibronectine et la vitronectine sont capables d’interagir avec le CDDP. Ce dernier

semble avoir plus d’affinité pour la vitronectine que pour la fibronectine.
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Figure 94: Effet du carboplatine sur les cellules cancéreuses ovariennes. 1.10° cellules IGROV1 (A), SKOV3 (B) et OVCAR3
(C) adhérentes ont été incubées en plaque 96 puits pendant 72 h avec des doses croissantes de carboplatine (0-200 ug/mL).
La viabilité des cellules a été mesurée a 'issue de la période de traitement en utilisant le test XTT. Les tests statistiques ont
été effectués par rapport a la condition non traitée. * p<0,05 et ***p<0,001.
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I1.5. Réponse des cellules IGROV1, SKOV3 et OVCAR3 adhérentes au
carboplatine

Le carboplatine (CA) est également utilisé dans les traitements chimiothérapeutiques des
patientes atteintes d’adénocarcinomes ovariens. Il est notamment utilisé en combinaison avec le
paclitaxel. Les réponses des cellules IGROV1, SKOV3 et OVCAR3 cultivées en condition adhérente ou
sous forme de sphéroides, a ce dérivé du platine ont été analysées en condition classique de culture

(milieu complet).

I1.5.1. Effet du carboplatine sur les cellules IGROV1, SKOV3 et OVCAR3

Les cellules cultivées en condition classique de culture, ont été incubées en présence de
différentes concentrations de carboplatine, entre 0 et 200 pg/mL, pendant 72 h. A l'issue de ce

temps de traitement la viabilité cellulaire a été mesurée (Figure 94).

La viabilité des cellules IGROV1 diminue en fonction des doses de carboplatine. Le pourcentage
de cellules viables passe de 100 a 0 % entre 0 et 200 pg/mL. La dose de carboplatine qui induit 50 %
de mortalité a 72 h est de 25 pg/mL (+/- 0 pg/mL) (Figure 94A). La viabilité des cellules SKOV3
diminue au cours du traitement et cet effet est également dose-dépendant. Toutefois, le
pourcentage de viabilité passe de 100 a 40 % apres traitement avec 200 pg/mL de carboplatine. La
dose de CA qui induit 50 % de mortalité apres 72 h de traitement est 60 ug/mL (+/-20 ug/mL) (Figure
94B). Dans le cas des cellules OVCAR3, I'effet observé avec les deux lignées cellulaires précédentes
est similaire. La viabilité cellulaire diminue en fonction des doses de carboplatine administrées. En
effet, le pourcentage de cellules viables passe de 100 % a 0 % a partir de 100 pg/mL de carboplatine.
La concentration minimale inhibitrice du carboplatine pour les cellules OVCAR3 a 72 h est de

30 pg/mL (+/-5 pg/mL) (Figure 94C).

I1.5.2. Caractérisation de I’effet du carboplatine sur la survie des cellules formant des
sphéroides

Comme démontré précédemment, I'organisation des cellules en amas multicellulaires les
protége de I'anoikis en milieu complet (Cf résultats 1.3.2, page 108). Cependant, I'organisation des
cellules en sphéroides leur permet-elle également d’étre moins sensibles aux traitements a base de

carboplatine?

Les cellules ont été ensemencées sur un substrat non-adhésif en milieu complet pendant 24 a
48 h. Elles ont été traitées avec différentes doses de carboplatine et la morphologie des cellules a été

observée.
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Figure 95: Effet du carboplatine sur les sphéroides d’IGROV1, SKOV3 et OVCAR3. 1,5.10° cellules IGROV1 (A), SKOV3 (B) et
OVCAR3 (C) ont été ensemencées dans des boites de culture recouvertes d’agarose pendant 48 h avec des doses
croissantes de carboplatine (0-80 ug/mL). La morphologie des cellules et la structure des agrégats multicellulaires ont été
observées toutes les 24 h.
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Apres 24 h de culture dans ces conditions, le traitement des cellules IGROV1 avec, notamment,
40 pg/mL de carboplatine induit une désorganisation des sphéroides. Des débris cellulaires sont
également observés. Aprés 48 h de culture, a partir de 8 pug/mL de carboplatine des différences
morphologiques sont remarquées : les sphéroides sont désorganisés, ils sont de petites tailles par
rapport a la condition non traitée (environ 3 ou 5 cellules par grappe) et on peut noter la présence de
débris cellulaires. Outre I'effet dose-dépendant, on note dans ce cas un effet temps-dépendant

(Figure 95A).

Dans le cas des cellules SKOV3, aprés 24 h de traitement, a des doses élevées de carboplatine,
les agrégats multicellulaires sont peu dissociés. Toutefois, les cellules sont en « souffrance »,
notamment celles localisées en périphérie des amas. Des débris cellulaires sont également observés.
Aprés 48 h de culture, les observations sont similaires. A 80 pg/mL de carboplatine, de petits

agrégats sont observés, les gros agrégats multicellulaires sont déstructurés (Figure 95B).

Aprés 24 et 48 h de traitement a différentes doses de carboplatine, la taille des sphéroides
formés par les cellules OVCAR3 diminuent (a partir de 20 pg/mL). Une grande quantité de cellules

isolées et de débris cellulaires sont présents dans le milieu de culture (Figure 95C).

La présence de carboplatine dans le milieu de culture n’interfére pas avec la formation des amas
multicellulaires a faibles concentrations. Comparativement aux cellules adhérentes, le seuil de

tolérance au carboplatine des cellules organisées en agrégats multicellulaires semble étre plus élevé.

Afin de confirmer ces résultats, la viabilité des cellules formant les sphéroides traitées au
carboplatine a été analysée. Les sphéroides de cellules IGROV1 et SKOV3 obtenus apres 72 h de
culture ont été traitées avec du carboplatine a la concentration correspondant a leur Clsy a 72 h (25

et 80 pug/mL respectivement) (Figure 96).

La viabilité des cellules IGROV1 formant des sphéroides et traitées avec 25 pg/mL de
carboplatine diminue en fonction du temps avec 28 % de cellules viables a 72 h par rapport aux
cellules non traitées (Figure 96A). La « mortalité », ou plutét I'activation d’un processus apoptotique
au sein des sphéroides, a été analysée en suivant le clivage de la protéine PARP par western-blot. A
partir de 48 h de traitement, un fort clivage de la protéine PARP est observé. A 72 h, la quantité de
cellules obtenue ne permet pas de faire des dép6ts dans les puits de SDS-PAGE (Figure 96B). Le
traitement au carboplatine semble induire une forte mortalité suite au déclenchement d’un

processus apoptotique.
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Figure 96: Effet du carboplatine sur la viabilité des cellules cancéreuses ovariennes (au cours de la formation des
grappes). 1,5.106 cellules IGROV1 (A-B) et SKOV3 (C-D) ont été ensemencées en boites de culture recouvertes d’agarose
pendant 72 h. Des doses fixes de carboplatine, 25 et 80 pg/mL respectivement, ont été ajoutées de fagon concomitante. La
viabilité cellulaire a été déterminée par comptage avec le test d’exclusion au bleu trypan (A et C). La mortalité des cellules a
été analysée en suivant le clivage de la protéine PARP par western-blot (B et D). **p<0,01 et ***p<0,001.
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Dans le cas des cellules SKOV3 traitées avec 80 pg/mL de carboplatine, le pourcentage de
viabilité passe de 100 a 38 % (Figure 96C). D’autre part, I'analyse du clivage de la protéine PARP,
révele un fort clivage de la molécule lorsque ces cellules sont traitées (Figure 96D). Comme dans le
cas des sphéroides formés par les cellules IGROV1 le carboplatine perturbe la formation des agrégats

multicellulaires formés par les cellules SKOV3 et induit la mort par apoptose des cellules.

I1.5.3. Effet du carboplatine sur les sphéroides d'IGROV1 et SKOV3 déja formés

Au moment des traitements chimiothérapeutiques, les cellules peuvent déja étre organisées
sous forme de sphéroides ou d’agrégats multicellulaires. Ainsi, I'influence du carboplatine sur la
viabilité des cellules IGROV1 et SKOV3 aprées organisation en sphéroides ou agrégats multicellulaires

a été analysée.

L'ajout de carboplatine dans le microenvironnement des cellules IGROV1 organisées en
sphéroides depuis 24 h, induit une diminution du pourcentage de viabilité des cellules IGROV1, (100
a 47 % apres 72 h de traitement au carboplatine) (Figure 97A). Cependant, la viabilité cellulaire est
supérieure de 20 % par rapport a celle obtenue quand les cellules sont ensemencées de fagon
concomitante avec I'ajout de carboplatine (Figure 96A). En termes de mortalité, une augmentation

du clivage de PARP est observée a partir de 48 h de traitement (Figure 97B).

La viabilité des cellules SKOV3 diminue peu au cours de la période de traitement. En effet, entre
le premier et le dernier jour de traitement, le pourcentage de cellules viables passe de 100 a 95 %.
Les cellules SKOV3 semblent étre peu sensibles au carboplatine une fois qu’elles sont organisées en
agrégats multicellulaires (Figure 97C). Ces résultats sont confirmés par I'analyse du clivage de la
protéine PARP par western blot. Une augmentation du clivage de PARP est observée aprés 48 h mais

celui-ci diminue aprés 72 h (Figure 97D).

Ces résultats démontrent que les cellules cancéreuses ovariennes répondent aux traitements au
carboplatine. Toutefois, la sensibilité des cellules est dépendante de leur organisation (sphéroides,

agrégats multicellulaires ou monocouches), de la durée de traitement et des doses appliquées.
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Figure 97: Effet du carboplatine sur la viabilité des cellules cancéreuses ovariennes (aprés formation des grappes). 1,5.106
cellules IGROV1 (A-B) et SKOV3 (C-D) ont été ensemencées en boites de culture recouvertes d’agarose pendant 24 h. Suite a
ce temps d’incubation, des doses fixes de carboplatine, 25 et 80 pug/mL respectivement, ont été ajoutées sur les agrégats
multicellulaires formés. La viabilité cellulaire a été déterminée par comptage avec le test d’exclusion au bleu trypan (A et C).
La mortalité des cellules a été analysée en suivant le clivage de la protéine PARP par western-blot (B et D). * p<0,05.
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Une autre situation de traitement peut-étre envisagée, en effet, au cours de la chimiothérapie,
les cellules adhérentes aux foyers tumoraux primaires peuvent étre en contact avec |'agent
chimiothérapeutique pendant une période donnée avant de s’exfolier et de disséminer dans la cavité
péritonéale. Quelle conséquence peut avoir un traitement de cellules adhérentes sur la formation de

sphéroides ou d’agrégats multicellulaires ?

Afin d’analyser ce processus, les cellules cancéreuses ovariennes IGROV1 et SKOV3 ont été
cultivées en condition adhérente jusqu’a atteindre un état de sub-confluence. Ensuite, les cellules
ont été traitées avec des concentrations fixes de carboplatine, pendant 24 h avant d’étre cultivées
sur substrat non-adhésif pendant 72 h. La morphologie des cellules et I'organisation des sphéroides

ont ensuite été observées.

Dans les premiéres 24 h, les cellules IGROV1 sont capables de former des sphéroides. Ces
sphéroides sont stables jusqu’a 48h (donc pendant 24 h). En revanche a partir de 72 h, les sphéroides
se désorganisent, des débris cellulaires sont présents et la majorité des cellules sont désolidarisées

des sphéroides et se retrouvent isolées dans le milieu de culture (Figure 98A).

Dans le cas des cellules SKOV3, les agrégats multicellulaires formés apres 24 h de culture ne sont
pas similaires a ceux observées dans la condition non traitée. Les cellules sont proches les unes des
autres mais ne semblent pas jointives. Aprés 48 h des cellules isolées sont observées et aprés 72 h de
culture, les agrégats multicellulaires sont désorganisées, les cellules sont globalement isolées (Figure

98B).
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Figure 98: Effet du carboplatine sur I'organisation des cellules adhérentes avant formation des sphéroides. Les cellules
IGROV1 (A) et SKOV3 (B) sont cultivées en condition adhérente jusqu’a 70 — 80 % de confluence. Les cellules ont été traitées
avec des doses fixes de carboplatine, 25 et 80 pug/mL respectivement, pendant 24 h. Les cellules ont été ensuite rincées puis
décrochées du support de culture. 1,5.10° cellulesont été cultivées en milieu complet, en condition non-adhérente pendant
72 h. La morphologie des cellules et la structure des agrégats multicellulaires ont été observées toutes les 24 h. Les barres
d’échelle représentent 50 pm.
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Conclusion I1.5 : - Les cellules IGROV1, SKOV3 et OVCAR3 sont sensibles aux traitements
a base de carboplatine. Les effets observés sont dose-dépendants. Cependant, les
cellules SKOV3 semblent plus résistantes au carboplatine que les cellules IGROV1 et

OVCARS.

- La sensibilité des cellules cultivées sous forme d’agrégats multicellulaires est
dépendante, d’'une part du temps de traitement, et d’autre part, de la dose appliquée.
De plus, selon la lignée cellulaire considérée, la sensibilité des cellules au carboplatine,

differe.

- Le carboplatine semble perturber la formation et la stabilité des sphéroides
tumoraux. Ce dérivé du platine semble également induire une forte mortalité suite au

déclenchement d’un processus apoptotique.

- L'organisation des cellules en sphéroides ou agrégats multicellulaires semble protéger
les cellules de I'effet cytotoxique du carboplatine. Cependant cet effet est limité dans le

temps.

- Le prétraitement de cellules cancéreuses ovariennes adhérentes avec du carboplatine
semble perturber la formation, la stabilité et I'organisation des sphéroides tumoraux.

D’autre part, la viabilité des cellules semble également compromise.
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Figure 99: L’ascite influence la sensibilité des cellules cancéreuses ovariennes aux traitements a base de platine. Modifié
de (Peart et al. 2015)

Les cellules cancéreuses ovariennes sont sensibles aux traitements a base de cisplatine (Ccl: 11.1).
Cependant, si ces cellules se trouvent dans un microenvironnement tel que I'ascite, la sensibilité de
ces cellules vis-a-vis du cisplatine diminue (Ccl: 11.2). L'effet protecteur de I'ascite ne semble pas étre
dd a la teneur en protéines mais plutét a la spécificité de sa composition (Ccl: 11.3). Bien que les
protéines matricielles vitronectine et fibronectine ne semblent pas exercer un effet protecteur
contre I'effet cytotoxique du cisplatine, ces protéines interagissent avec cet agent
chimiothérapeutique avec plus ou moins d’affinité (Ccl: 11.4). Les cellules cancéreuses ovariennes sont
également sensibles au carboplatine (CA). En fonction de I'organisation des cellules, de la durée de
traitement, des doses appliquées, les cellules peuvent étre plus résistantes a ce dérivé du platine
(Ccl : 11.5).
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Discussion

Comprendre les mécanismes cellulaires sous-jacents a la récidive des cancers de I’ovaire : un enjeu
pour la prise en charge des patientes.

75 % des adénocarcinomes ovariens sont diagnostiqués a des stades avancés. Les taux de survie
a 5 ans des patientes présentant un cancer de stade IlI-IV est inférieur a 27% (Kipps, Tan, and Kaye
2013). La prise en charge thérapeutique est basée sur une chirurgie cytoréductrice suivie d’une
chimiothérapie a base de dérivés du platine (cisplatine ou carboplatine) en combinaison avec des
taxanes (paclitaxel) (McGuire et al. 1996; Piccart et al. 2000). Bien que la réponse initiale des
patientes au traitement soit correcte (de I'ordre de 80%), plus de trois quart des patientes vont
présenter des récidives. La propension des cellules cancéreuses ovariennes a disséminer dans la
cavité abdominale et a développer une résistance aux chimiothérapies concourent a la récurrence de

la pathologie (Ahmed and Stenvers 2013; Kipps, Tan, and Kaye 2013).

Le mode de dissémination des cellules cancéreuses ovariennes est atypique. En effet, les cellules
cancéreuses ovariennes issues du foyer tumoral primaire empruntent préférentiellement la voie
transcoelomique et trés rarement la voie hématogene, avant de former des foyers tumoraux
secondaires notamment au niveau du tissu mésothélial du péritoine et du grand épiploon (Tan,
Agarwal, and Kaye 2006; Lengyel 2010). Ce mode de dissémination implique I'établissement de fortes
interactions par les cellules cancéreuses (entre les cellules et entre les cellules et les différents
microenvironnements rencontrés) et aussi des étapes de dé-/ré-adhérence, migration et
prolifération. Les cellules cancéreuses sont exfoliées du foyer primaire et se retrouvent en
suspension dans la cavité péritonéale, sous forme isolées ou organisées en amas multicellulaires,

appelés sphéroides (Sodek et al. 2012).

En outre, au moment du diagnostic, plus d’un tiers des cas présente une accumulation d’ascite
dans la cavité abdominale et la plupart des patientes ont des ascites au moment de la récidive. La
présence de ce liquide inflammatoire est considérée comme un facteur de morbidité et est de
mauvais pronostic (Ahmed and Stenvers 2013; Kipps, Tan, and Kaye 2013). Dans une étude limitée
aux patientes atteintes d’'un adénocarcinome de stades IlI-1V, le taux de survie a 5 ans des femmes ne
présentant pas d’ascites est de 45 % alors qu’il est de 5 % pour celles présentant des ascites (Puls et

al. 1996).

L'accumulation d’ascite dans la cavité abdominale résulte d’une rupture de I'équilibre entre
production et résorption du liquide péritonéal, produit continuellement, suite a une augmentation
de la perméabilité des vaisseaux lymphatiques sous I'action de facteurs tumoraux. De plus, cette

accumulation est amplifiée par I'obstruction des canaux de drainage par les cellules cancéreuses
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métastatiques (Byrne et al. 2003). Ainsi, I'accumulation d’ascite peut apparaitre comme une
conséquence du développement tumoral. Cependant, les courants ascitiques favorisent I'exfoliation
des cellules cancéreuses a partir de I'ovaire et dictent leurs voies de dissémination intrapéritonéale
(Sodek et al. 2012; Dong et al. 2013). D’un point de vue clinique, la présence d’ascite est associée
avec la dissémination intrapéritonéale des cancers ovariens et contribue également au

développement de la tumeur.

Les cellules cancéreuses ovariennes sont immergées dans ce liquide inflammatoire. A ce titre,
I'ascite constitue un microenvironnement tumoral particulier. En effet, elle présente 'opportunité
unique, en raison de son caractere fluide, d’étre accessible par ponction. L'ascite offre ainsi la
perspective d’en cartographier les composants cellulaires et moléculaires a des fins prédictives ou

thérapeutiques (Ahmed and Stenvers 2013).

Ainsi I'objectif de ces travaux a été de documenter les mécanismes et les comportements
cellulaires par lesquels les cellules cancéreuses ovariennes acquiérent un phénotype propice a la

récidive, en s’attachant a l'influence de I'ascite.

L’ascite constitue-t-elle un microenvironnement permissif pour les cellules cancéreuses
ovariennes ?

Au cours de leur dissémination, les cellules cancéreuses ovariennes sont sous l'influence de
différents microenvironnements. D’abord adhérentes sur le foyer tumoral primaire
(microenvironnement ovarien), elles sont exfoliées dans la cavité péritonéale, avant d’adhérer sur le
mésothélium péritonéal (microenvironnement mésothélial) et d’'y former des foyers tumoraux
secondaires. A chaque étape de dissémination, les cellules cancéreuses ovariennes sont
potentiellement sous l'influence du microenvironnement ascitique qui immerge les organes de la
cavité abdomino-pelvienne. Les résultats présentés montrent que I’ascite influence I'adhérence des
deux lignées cellulaires cancéreuses ovariennes utilisées. En effet, les cellules IGROV1 et SKOV3
adherent sur des revétements d’ascite. A la différence des cellules SKOV3 qui adhérent autant sur les
revétements de milieu complet et d’ascite (mais avec une morphologie plus mésenchymateuse sur le
revétement d’ascite), 'adhérence des cellules IGROV1 est augmentée sur le revétement d’ascite par
rapport au revétement de milieu complet. Plusieurs études s’intéressant au contenu de la fraction
soluble des ascites y ont identifié des cytokines susceptibles de promouvoir I'adhérence cellulaire
(Gortzak-Uzan et al. 2008; Matte et al. 2012). Nos résultats suggérent que les différents facteurs
ascitiques peuvent également se déposer sur le support de culture et conserver un effet bioactif sous

forme de « films » enchevétrés.
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De plus, I'ascite exerce un effet chimioattractif sur les cellules cancéreuses ovariennes et stimule
leur migration individuelle. Ces résultats complétent ceux de la littérature démontrant |'effet
stimulateur des ascites sur la migration collective des cellules cancéreuses ovariennes (Meunier et al.
2010; Carduner et al. 2014b). Toutefois, les propriétés pro-migratoires des ascites seraient

patientes-dépendantes (Puiffe et al. 2007).

D’autre part, les cellules IGROV1 et SKOV3 sont également capables de proliférer en ascite.
Toutefois, au cours de cette prolifération, il s'opere des modifications phénotypiques propres a
chaque lignée cellulaire. Les cellules IGROV1 adhérentes forment spontanément des sphéroides
qguand elles sont cultivées dans I'ascite, alors méme qu’elles n’ont pas atteint un état de confluence.
Les sphéroides formées sont similaires a ceux observés in vivo, chez les patientes, en terme de taille
(50-100um) et de morphologie (Burleson et al. 2006; Shield et al. 2009), méme si d’une ascite a
I'autre, les cinétiques de formation et la taille des sphéroides varient. Si les sphéroides sont
généralement décrits comme I'agrégation de cellules individuelles, J. Pease et ses collaborateurs ont
suggéré que les sphéroides pouvaient également bourgeonner a partir de monocouches cellulaires
en condition classique de culture (Pease, Brewer, and Tirnauer 2012). Nos données suggerent que
I'ascite favoriserait le bourgeonnement spontané de sphéroides, un des mécanismes suspectés

impliquant la stimulation de la contractilité cellulaire (Sodek et al. 2012).

En condition ascitique, les cellules SKOV3 adhérentes ne forment pas spontanément des
sphéroides. Cette capacité différentielle des cellules cancéreuses ovariennes a former spontanément
des sphéroides a été précédemment décrite (Casey et al. 2001), les SKOV3 ne formant des
sphéroides que dans certaines conditions expérimentales (Pan et al. 2014). En revanche, elles
s’étalent davantage et présentent des extensions cytoplasmiques de type cytonémes (Koizumi et al.
2012). Ces changements morphologiques ont été caractérisés par un index justifiant la transition
d’une morphologie arrondie a une morphologie étalée. Ces éléments arguent en faveur d’une
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), comme suggéré par nos travaux antérieurs (Carduner
et al. 2014b). La TEM confere aux cellules des caractéristiques plus agressives permettant aux cellules

de disséminer facilement (Thiery et al. 2009).

Ces réponses différentes des cellules IGROV1 et SKOV3 vis-a-vis du microenvironnement
ascitique peuvent étre liées a I'origine des cellules. Les cellules IGROV1 proviennent du foyer tumoral
primaire d’une patiente atteinte d’'un adénocarcinome ovarien, alors que les cellules SKOV3 ont été
isolées a partir d’'une ascite d’une autre patiente également atteinte d’un adénocarcinome ovarien
(Bénard et al. 1985; Shaw et al. 2004). De plus, ces cellules présentent des phénotypes différents

dans le spectre épithélio-mésenchymateux: les cellules IGROV1 présentent un phénotype épithélial
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intermédiaire tandis que les cellules SKOV3 ont un phénotype mésenchymateux intermédiaire
(Huang et al. 2013; Carduner et al. 2014b). Ce dernier est généralement associé avec des capacités
migratoires accrues, en accord avec nos résultats indiquant que la migration individuelle des cellules

SKOV3 est supérieure a celle des cellules IGROV1.

L'ensemble de ces éléments indiquent que les ascites constituent un microenvironnement
permissif pour les cellules cancéreuses ovariennes notamment en termes d’adhérence, de migration,
de prolifération. Les ascites pourraient exacerber les propriétés intrinseques des cellules cancéreuses
ovariennes liées a leur phénotype dans le spectre épithélio-mésenchymateux (formation de
sphéroides ou migration mésenchymateuse) et en conséquence favoriser |'expression de profils

d’agressivités cellulaires différents (Huang et al. 2013).

La résistance a I’anoikis contribue t-elle a la dissémination ?

Les cellules cancéreuses présentent des propriétés caractéristiques d’échappement aux
mécanismes régulant I’homéostasie tissulaire (Hanahan and Weinberg 2000; Hanahan and Weinberg
2011), notamment en s’adaptant a leur microenvironnement (Merlo et al. 2006). Une des barriéres
lors de la dissémination transcoelomique est I'absence d’ancrage a la matrice extracellulaire des
cellules cancéreuses lorsqu’elles sont exfoliées dans la cavité abdominale (Sodek et al. 2012). Cette
perte d’ancrage induit une mort cellulaire par apoptose, I'anoikis (Stupack and Cheresh 2002).
L'agrégation cellulaire et I'engagement d’une transition EM sont deux mécanismes permettant de

surpasser I'anoikis (Taddei et al. 2012).

Au sein du laboratoire, nous avons développé un modeéle de culture cellulaire en condition
non-adhérente (Kellouche et al. 2010). Lorsque les cellules IGROV1 et SKOV3 sont cultivées dans ces
conditions, elles forment des sphéroides similaires a ceux observés dans les liquides d’ascites in vitro

en termes de dimension et de morphologie (Burleson et al. 2004; Shield et al. 2009).

Les sphéroides constituent un obstacle a la prise en charge thérapeutique des patientes et peuvent
initier la récurrence de la pathologie (Burleson et al. 2006). Invisibles a I'ceil nu, ils peuvent adhérer a
la paroi péritonéale sous forme de petits nodules et échapper a l'intervention chirurgicale (Ahmed
and Stenvers 2013). D’autre part, sous cette organisation, les cellules peuvent présenter des
caractéristiques de cellules souches cancéreuses (Ahmed and Stenvers 2013). Ainsi, les sphéroides
peuvent étre considérés comme des réservoirs de la pathologie susceptible d’initier sa récurrence

(Latifi et al. 2012).

Lorsque les cellules IGROV1 et SKOV3 sont cultivées en condition non-adhérente, la formation

de sphéroides s’accompagne d’une résistance a l'anoikis. En effet, la population cellulaire reste
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stable au cours de la culture en condition non-adhérente. Toutefois, le phénotype de résistance a
I’'anoikis ne s’exprime pas de fagon similaire pour les deux lignées cellulaires. Alors que les cellules
SKOV3 semblent s’engager dans un processus de quiescence (proportion de cellules en pré-G1 faible,
constant et identique aux cellules adhérentes, expression de p130Rb), un équilibre entre apoptose et
survie s’établit au sein des cellules IGROV1 précédant une entrée en quiescence. La proportion de
cellules apoptotiques IGROV1 augmente au cours des 3 premiers jours de culture puis diminue. Le
suivi du clivage de PARP et de l'activité des caspases-3 confirme I'engagement d’un processus
apoptotique jusqu’au troisieme jour de culture. L’analyse de I'expression de Mcl-1 indique qu’elle
augmente tout au long de la période de culture des cellules IGROV1 en absence d’ancrage. Il a été
démontré que les cellules cancéreuses ovariennes surexprimant les protéines Mcl-1 et Bcl-X, sont
hautement résistantes au processus d’apoptose (Simonin et al. 2009; Brotin et al. 2010). Ainsi le
processus apoptotique activé au sein des cellules IGROV1 serait transitoire et permettrait la sélection
de cellules résistantes a I'anoikis. Cette adaptation nécessite une activation ou une sur-régulation de
signalisation de survie. Dans notre modele, la signalisation de survie permettant la résistance a
I’anoikis semble dépendante de I'activation des MAP-Kinases dont les protéines Erk-1/-2. M. Tang et
ses collaborateurs ont également constaté une augmentation de |’expression de Ras dans des

cellules cultivées en condition non-adhérente (Tang et al. 2010).

Apreés 4 jours de culture en absence d’ancrage, les cellules IGROV1 entrent en quiescence. Cette
entrée en quiescence a été décrite comme un mécanisme de résistance aux conditions hostiles du
microenvironnement (Guadamillas, Cerezo, and Del Pozo 2011). En outre, la capacité de résister a
I’'anoikis en entrant en quiescence est une caractéristique des cellules souches cancéreuses et a été
décrite a partir de sphéroides isolés dans les ascites de patientes (Correa et al. 2012; Nam et al.
2012). Les mécanismes différents enclenchés au sein des cellules IGROV1 et SKOV3 en réponse a la

perte d’ancrage soulignent I'hétérogénéité des cancers ovariens.

D’autre part, nos résultats indiquent que l'ascite induit la formation de sphéroides plus
volumineux et favorise la survie de ces sphéroides en condition non-adhérente. Les ascites
renferment de nombreux facteurs bioactifs susceptibles d’activer des voies de survie cellulaire
comme la voie PI3-Kinase dans des cellules adhérentes (Lane et al. 2007). Cependant les mécanismes

par lesquels les ascites concourent a la résistance a I'anoikis restent a explorer.

Quelle est la contribution de la matrice extracellulaire ascitique ?

Les ascites ont une composition complexe. Elles sont constituées d’une fraction soluble
acellulaire et d’'une population hétérogene de cellules. Entre autres facteurs solubles, les ascites

contiennent des facteurs de croissance, des chimiokines et des cytokines. lls sont impliqués dans la
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prolifération ou encore l'invasion des cellules cancéreuses ovariennes (Schutyser et al. 2002).

Cependant I'implication de protéines matricielles ascitiques reste méconnue voir non étudiée.

Au sein des sphéroides, les cellules interagissent les unes avec les autres directement ou via des
ponts de matrices extracellulaires (Sodek et al. 2012). Pour exemple, I'ajout de fibronectine ou de
vitronectine favorise la formation de sphéroides en condition classique de culture (Casey et al. 2001;
Kellouche et al. 2010). Lorsque les sphéroides se forment en milieu ascitique, nos résultats montrent
une densification des molécules matricielles de fibronectine, vitronectine, laminine et collagéne IV au
sein des sphéroides. L'organisation des ces protéines matricielles évolue d’'un dép6t fin et parfois
diffus (en milieu de culture classique) a des fibres et lisérés accumulés autour des cellules. Cette
organisation de la laminine et du collagene IV suggere I'organisation d’'une matrice de type
membrane-basale like (Kalluri 2003). Une régulation fine entre dépo6t et turnover des molécules
matricielles est essentielle au maintien de I’homéostasie tissulaire (Sodek et al. 2012) et des
modifications de la composition et de I'organisation de la matrice extracellulaire influencent
profondément les comportements cellulaires (Hakkinen et al. 2011; Schlie-Wolter, Ngezahayo, and
Chichkov 2013). Ces modifications de I'organisation des molécules matricielles au sein des sphéroides
en microenvironnement ascitique s’accompagnent d’une densification des intégrines au niveau des
contacts cellules-cellules. L’abondance et la biodisponibilité des intégrines au sein des agrégats 3D

serait un déterminant majeur de la signalisation pro-survie (Sodek et al. 2012).

D’autre part, les cellules structurées sous forme de sphéroides sont capables d’incorporer des
protéines matricielles solubles au sein de leur matrice extracellulaire. L'incorporation des protéines
matricielles dans un microenvironnement cellulaire est une étape clef de la régulation des
comportements cellulaires constatés (Mao and Schwarzbauer 2005). Parmi les molécules matricielles
ascitiques, nos résultats démontrent que les ascites contiennent de la fibronectine et de la
vitronectine. Ces derniéeres peuvent avoir extravasé a partir des vaisseaux lymphatiques, ou bien étre
synthétisées par les cellules cancéreuses ovariennes et mésothéliales (Ruoslahti 1984; Preissner and

Seiffert 1998; Carreiras et al. 1999a; Heyman et al. 2008; Reuning 2011).

Ces protéines sont purifiées a partir d’'un méme échantillon ascitique selon un protocole établit
(Carduner et al. 2013) et leurs caractéristiques biochimiques ont été analysées. Si les profils
biochimiques des protéines ascitiques sont similaires, ou globalement comparables, avec les
protéines plasmatiques, probablement car les ascites sont des exsudats de protéines sériques (Byrne
et al. 2003), des différences conformationelles dans le repliement local des protéines ont pu étre

décelées selon les ascites testées.
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Les cellules IGROV1 et SKOV3 adherent sur la vitronectine et la fibronectine ascitiques. De plus,
I'incorporation des protéines matricielles dans les sphéroides est associée a une diminution de la
mortalité des cellules en condition non-adhérente. L'incorporation de la vitronectine permet une
résistance plus importante a I'anoikis que la fibronectine. Cela conforte le role de la vitronectine et
de la fibronectine au cours de la dissémination des cancers ovariens puisque ces deux molécules
matricielles favorisent également la migration des cellules cancéreuses ovariennes et leur ancrage a
I’endothélium et au mésothélium (Carreiras et al. 1999b; Hapke et al. 2003; Leroy-Dudal et al. 2005;
Heyman et al. 2008; Kenny et al. 2014).

L’ascite contribue-t-elle a la chimiorésistance des cellules cancéreuses ovariennes ?

Outre la dissémination, la récidive des cancers ovariens est due a I'acquisition d’une résistance
aux traitements. Selon les cas, les cancers sont dits réfractaires, résistants, partiellement sensibles ou
sensibles au cisplatine. Les mécanismes de résistance des cellules au platine sont largement étudiés.
Ils sont variés et incluent une faible accumulation des composés dans les cellules, une augmentation
de l'expulsion des agents chimiothérapeutiques, une faible activation des complexes actifs, une
fixation sur des cibles non nucléaires ou une augmentation des réparations des dommages sur I’ADN.
Les cellules deviennent alors moins sensibles ou résistantes aux agents chimiothérapeutiques et

résistent a I'apoptose (Galluzzi et al. 2014).

En condition adhérente, les cellules IGROV1 sont plus sensibles au cisplatine (CDDP) que les
cellules SKOV3. Quand ces cellules sont cultivées en condition ascitique, elles résistent a I'effet
cytotoxique du cisplatine et ce pour toutes les ascites testées. D. Lane et ses collaborateurs ont testé
6 ascites au cours d’'une étude et ont montré que 5 d’entre elles induisaient I'inhibition de la mort
cellulaire de cellules cancéreuses ovariennes induite par TRAIL ; cet effet protecteur est dépendant
de l'activation d’Akt et I'intégrine avB5 est impliquée dans ce processus (Lane et al. 2007). La voie
PI3-Kinase/Akt est fréquemment activée et surexprimée dans les cancers ovariens et joue un rble
important et la croissance et I'invasion de ces cancers (Cheaib, Auguste, and Leary 2015; Mabuchi et
al. 2015). Nous avons montré que I'effet protecteur de I'ascite diminue en fonction de la dilution de
ce liquide. Toutefois, cet effet n’est pas concentration-protéique dépendant. En effet, les cellules ne
proliferent pas en sérum de veau fcetal, un milieu ayant la méme teneur en protéines que les ascites
testées. De fagon analogue, des fluides péritonéaux non ascitiques ne sont pas protecteurs sur des
cellules cancéreuses ovariennes traitées par TRAIL, contrairement a des fluides ascitiques (Lane et al.
2010a). La voie de signalisation Erk-1/-2 est activée au sein des cellules cancéreuses ovariennes
résistantes aux traitements par TRAIL. La culture des cellules en ascites induit la phosphorylation des

protéines Erk-1/-2. L’activation de cette voie de signalisation entraine la surexpression de la protéine
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Mcl-1 (Goncharenko-Khaider et al. 2012), également impliquée dans la résistance des cellules
cancéreuses ovariennes a l'apoptose. Tous ces éléments indiquent que de multiples voies de
signalisations, notamment PI3-Kinase/Akt et MAP-Kinase/Erk-1/-2 pourraient étre impliquées dans la
résistance des cellules au cisplatine. Au cours du processus d’adaptation a la culture en condition
non-adhérente, la quantité de protéines p-Erk-1/-2 augmente au sein des cellules IGROV1. On
pourrait supposer que cette voie de signalisation favorise également la perte de sensibilité de ces

cellules aux traitements au cisplatine.

Les sphéroides présents dans les ascites résistent a la chimiothérapie. Nos résultats ont montré
gu’en fonction de I'étape de traitement, la réponse cellulaire aux traitements a base de carboplatine
differe. Le carboplatine a été ajouté soit au cours de la formation des grappes, soit apres la formation
des grappes, soit sur les cellules adhérentes avant culture en suspension. Dans le premier cas, les
sphéroides se forment dans les premiers jours de culture, mais ne sont pas stables au cours du
temps, ils se désorganisent et les cellules meurent. Dans le second cas, la stabilité des sphéroides et
la viabilité cellulaire est dépendante des lignées cellulaires et de la morphologie des grappes. Les
cellules IGROV1 forment des sphéroides de petite taille (environ 50 um) alors que les cellules SKOV3
forment des sphéroides plus gros (100 um environ). On peut imaginer que la taille des sphéroides
impacte sur la pénétration de I'agent chimiothérapeutique et que son effet cytotoxique est limité a la
périphérie (Ahmed and Stenvers 2013). Dans le cas des cellules IGROV1 avec des sphéroides de

petites tailles, le composé parvient a déstabiliser les sphéroides dans le temps.

Seule une faible quantité de cisplatine parvient a pénétrer dans les cellules et a atteindre la cible
privilégiée, 'ADN. Les résultats préliminaires obtenus par XPS, suggérent que la fibronectine et la
vitronectine ascitiques pourraient interférer avec I'action du cisplatine. Les résultats montrent que
ces deux protéines ascitiques sont capables d’interagir avec le cisplatine a faible et a forte
concentrations et que I'affinité du platine pour la vitronectine est supérieure a celle du platine pour

la fibronectine.

Les cellules ont été traitées avec du cisplatine en présence de fibronectine ou de vitronectine
purifiées a partir de 2 ascites différentes. Méme si les résultats sont a approfondir, il semble que les
fibronectines ascitiques utilisées n’induisent pas de différence en termes de viabilité par rapport a la
condition milieu seul. Des résultats similaires sont obtenus pour I'une des vitronectines ascitiques
tandis que pour l'autre, il est observé une diminution de la viabilité cellulaire. Cette diminution est
statistiquement significative par rapport au milieu de culture seul. Ces résultats laissent suggérer que

cette vitronectine pourrait potentialiser I'effet cytotoxique du cisplatine sur les cellules cancéreuses
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ovariennes. Dans ce cas, quel serait le mécanisme d’action de ce processus ? Ou sont localisés la

vitronectine et le cisplatine ? Il y a-t-il implication des intégrines av ?

Perspectives

Ces travaux de thése décrivent I'ascite comme un microenvironnement permissif a I'adhérence
et a la migration des cellules cancéreuses ovariennes. L'ascite est un microenvironnement particulier.
Riche en protéines, elle favorise la prolifération de ces cellules et induit des modifications
phénotypiques telles que la formation spontanée de sphéroides, la résistance a I'anoikis, ainsi qu’une
transition épithélio-mésenchymateuse. Ce microenvironnement comporte des molécules bioactives
capables d’induire ces modifications. La résistance a I'anoikis des cellules cancéreuses ovariennes,
aprés une phase d’adaptation, nécessite I'activation des MAP-Kinases, certainement par une voie
PKC dépendante. Nos travaux ont montré que I'activation de cette voie de signalisation dépend des
intégrines av. Bien que d’autres voies de signalisation semblent étre impliquées dans la résistance a
I’anoikis des cellules cancéreuses ovariennes (voie TRAIL, par exemple), différents travaux supportent
I'idée que la résistance des cellules cancéreuses ovariennes a ce type de mort cellulaire est possible
par I'existence d’'une matrice-like environnant les sphéroides. La présence de fibronectine et de
vitronectine au sein des ascites tumoraux ovariens permet de comprendre, en partie, comment
I'ascite protége davantage les cellules d’'une mort par anoikis. Néanmoins, les mécanismes de
résistance des cellules cancéreuses a |'anoikis en condition ascitique ne sont pas encore
complétement compris. Nous avons montré que les protéines matricielles ascitiques (ie la
fibronectine et la vitronectine) sont incorporées au sein des sphéroides, permettant ainsi leur survie
dépendante des intégrines av. Les études biochimiques réalisées sur ces protéines matricielles
ascitiques montrent qu’elles ont des conformations structurales pouvant varier par rapport a celles
isolées du plasma sanguin. Ces différences sont-elles suffisantes pour induire une résistance a
I'anoikis exacerbée en condition ascitique ? L'origine de ces différences n’est pas connue. Le
protocole de purification des protéines matricielles plasmatiques et ascitiques est relativement
proche et ne semble pas entrainer des modifications des protéines matricielles purifiées. La création
d’une ascitothéque (au sein du centre de lutte contre le cancer Francois Baclesse, a Caen) avec
I’enregistrement d’'un nombre important de données cliniques concernant les patientes dont sont
issues les ascites est un véritable atout pour apporter une réponse a nos questions. L'étroite
collaboration entre notre groupe de travail et le centre Francois Baclesse (Caen), permettra a terme,
de vérifier s’il existe une corrélation entre des différences quantitatives et/ou qualitatives des
protéines matricielles ascitiques et le bilan clinique des patientes.

D’un point de vue moléculaire, les différences structurales de la fibronectine et de la

vitronectine ascitiques par rapport aux protéines plasmatiques peuvent étre liées a différents
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parameétres. Méme si ces différences ne semblent pas étre dues au protocole de purification,
I"augmentation du nombre d’échantillons permettra de lever ce doute. La présence de ces protéines
matricielles dans le liquide d’ascite est due a plusieurs facteurs. En effet, I'ascite est un liquide
exsudatif qui s’accumule dans I'abdomen suite a I'obstruction des vaisseaux lymphatiques. D’autre
part, les protéines matricielles ascitiques peuvent également étre synthétisées par les cellules
cancéreuses ovariennes retrouvées dans les ascites. Ainsi, une fois ces protéines présentes dans
I'ascite, elles peuvent subir certaines modifications post-traductionnelles, de type oxydative,
glycosylative, ou méme étre modifiée par des produits de type Amadori pour former des AGE
(Advance Glycation EndProducts). Des études biochimiques particulieres de type spectrométrie de
masse, étude de glycosylation, etc, permettraient certainement d’identifier I'existence de telles

modifications.

Les modeéles d’étude utilisés au cours de ces travaux ont des origines différentes. Les cellules
IGROV1 proviennent du foyer tumoral primaire d’un adénocarcinome, tandis que les cellules SKOV3
ont été isolées dans une ascite de patiente. Nos études ont montré que selon I'origine des cellules
cancéreuses ovariennes, celles-ci avaient des résistances différentes face aux agents
chimiothérapeutiques. Cette résistance est accrue lorsque les cellules sont dans un
microenvironnement ascitique. La résistance a la mort cellulaire nécessite I'activation de voies de
signalisation de survie. L’ascite est propice a la résistance des cellules cancéreuses ovariennes a
I'anoikis ainsi qu’aux traitements par le cisplatine. Cependant, nous avons pu montrer que si la
premiére est Erk-1/-2 dépendante, la seconde ne I'est pas. Deux mécanismes moléculaires distincts
conferent aux cellules cancéreuses ovariennes leur résistance a I'un ou l'autre des processus. De
méme, les protéines matricielles ascitiques qui semblent étre impliquées dans la résistance a
I’'anoikis ne sont pas des éléments protecteurs vis-a-vis de I'action du cisplatine. Quel(s) est (sont) les
éléments clefs de I'ascite favorisant cette résistance ? Nos premieres analyses ont montré qu’il ne
s’agissait pas d’'un effet « protéique » (due a une concentration importante de protéines dans les
ascites). Toutefois, le fait que la fibronectine et la vitronectine soient capables d’interagir avec le
cisplatine et que ces protéines matricielles se retrouvent au coeur et en périphérie des sphéroides,
est intriguant. Nous pouvons penser que cette interaction permettrait de cibler les cellules
cancéreuses ovariennes et ainsi induire leur mort. Est-ce que la signalisation de survie des cellules
induite par I'ascite empéche I'activation des voies apoptotiques induite par le cisplatine ? Pour
permettre de répondre a ces questions, les expériences de spectroscopie phoélectronique X sont
nécessaires. L'analyse du « piégeage » des platines par les protéines matricielles ascitiques et sa
comparaison avec celui réalisé en présence des protéines matricielles plasmatique sera un élément

déterminant a cette réponse.
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Les sphéroides favorisent la dissémination des cellules cancéreuses a travers la cavité
péritonéale et leur résistance a la chimiothérapie. Sous cette organisation, les cellules ont une
résistance accrue a I'anoikis. Nos travaux montrent qu’en ascite, I'organisation et la localisation des
protéines matricielles difféerent par rapport a la condition de culture classique. D’autre part, le
marquage des intégrines a5 semble étre colocalisé avec celui de la fibronectine dans les deux
conditions. En effet, les intégrines a5 semblent étre surexprimées en ascites et localisées
majoritairement en périphérie des cellules. La fibronectine a une organisation fibrillaire en ascites et
est péricellulaire. C'est également le cas des marquages av et vitronectine. Ces résultats mettent en
exergue le rble des interactions entre les protéines matricielles ascitiques et leurs récepteurs
d’adhérence spécifiques. Partant du principe que les ligands matriciels conferent aux cellules les
signaux de survie leur permettant de résister a I'anoikis, cibler leurs récepteurs, dans les ascites,
pourrait constituer une piste de recherche intéressante. Quel serait I'effet du blocage des intégrines
av et a5, exprimées par les « sphéroides ascitiques », sur la formation des sphéroides, I'adhérence, la

migration ou la survie des cellules cancéreuses ovariennes ?

Dans une perspective de soins de la patiente, nos études ont montré que le
microenvironnement ascitique modifie la réponse cellulaire durant le processus tumoral, et la
réponse aux agents chimiothérapeutiques. De nombreuses autres molécules chimiques (ou
naturelles) existent et entrent dans les traitements des cancers ovariens. Il est important que les
études de cytotoxicité, de résistance et d’efficacité prennent en compte ce microenvironnement. Le
mode d’action particulier des sels de platine fait de ces molécules de puissants agents pour lutter
contre les cancers ovariens. D’autres molécules, avec des modes d’action différents, existent. La
combinaison de celles-ci avec les sels de platine en milieu ascitique devront étre le point fort des

études anti-cancéreuses dans les années a venir.

176



Discussion - Perspectives

Conclusion

L’ascite est un microenvironnement tumoral complexe et unique. Il est permissif a de nombreux
comportements cellulaires propices a la dissémination et a la résistance aux traitements
chimiothérapeutiques des cellules cancéreuses ovariennes. Ces deux processus sont des facteurs
clefs dans la récurrence des cancers ovariens. L'originalité de ce sujet repose sur I'exploitation d’'une
ascitotheque provenant de différents centres hospitaliers et de fibronectine et vitronectine purifiées
a partir a d’ascites différentes. Les résultats obtenus sont encourageants et incitent a explorer plus
amplement la potentielle utilisation des protéines matricielles comme marqueurs prédictifs et/ou

cibles thérapeutiques des cancers de I'ovaire.
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ABSTRACT

Ovarian cancer is the most lethal gynecologic cancer mainly due to spheroids organization of
cancer cells that disseminate within the peritoneal cavity. We have investigated the molecular
mechanisms by which ovarian cancer spheroids resist anoikis, choosing as models the 2 well-
characterized human ovarian cancer cell lines IGROV1 and SKOV3. These cell lines have the
propensity to float as clusters, and were isolated from tumor tissue and ascites, respectively.
To form spheroids, IGROV1 and SKOV3 ovarian adenocarcinoma cells were maintained under
anchorage-independent culture conditions, in which both lines survive at least a week. A short
apoptotic period prior to a survival signaling commitment was observed for IGROV1 cells
whereas SKOV3 cells entered GO/G1 phase of the cell cycle. This difference in behavior was due to
different signals. With regard to SKOV3 cells, activation of p38 and an increase in p130/Rb
occurred once anchorage-independent culture was established. Analyses of the survival signaling
pathway switched on by IGROV1 cells showed that activation of ERK1/2 was required to evade
apoptosis, an effect partly dependent on PKC activation and av integrins. av-integrin expression is
essential for survival through activation of ERK1/2 phosphorylation.

The above data indicate that ovarian cancer cells can resist anoikis in the spheroid state by
arrest in the cell cycle or through activation of av-integrin-ERK-mediated survival signals. Such
signaling might result in the selection of resistant cells within disseminating spheroids, favoring
further relapse in ovarian cancers.
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Introduction

Ovarian cancer has the highest mortality rate of gynecologic
cancers, mainly due to its late diagnosis. It is usually diagnosed
at an advanced stage, when tumor has spread beyond the ovaries
and disseminated into the peritoneal cavity, making conventional
therapy less effective. Thus the 5-year survival rate is only 20-30%
for advanced-stage disease [1]. Ascites accumulation is a frequent
complication of ovarian cancer, being associated with a low
survival rate [2]. Ascitic fluid contains ovarian cancer cells as
single cells or spheroid-like structures, which is thought to favor
peritoneal dissemination. Floating cancer spheroids acquire the
ability to survive in an environment that lacks the normal solid-
phase scaffolding of an extracellular matrix (ECM). This is
accompanied by reduced cell proliferation and a protein expres-
sion pattern consistent with cellular quiescence, specifically
decreased phospho-Akt and p45/SKP2 with a concomitant
increase in p130/RBL2 and p27Kip1 [3,4]. Since anchorage depen-
dence is usually a requirement for cell viability, the absence of an
adhesion substratum or the disruption of cell-matrix interactions
normally induces the pathways leading to apoptotic cell death, via
a process that is called anoikis [5,6]. Anchorage-independent
growth is a hallmark of some cancer cells, and resistance to
anoikis may play a role in the survival of circulating tumor cells
and metastasis [7]. However, activation of anoikis resistance
during ovarian cancer spheroid dissemination remains unclear.

Following the loss of anchorage, a complex balance between
survival and death signaling molecules involving Bcl-2 family
proteins is seen in cells [6], their expression and stability
governing a critical decision at a checkpoint that leads to either
cell survival or death. Amongst Bcl-2 proteins, Mcl-1 expression
can enhance the survival of different cell lines under apoptosis-
inducing conditions, while reducing Mcl-1 content by caspase-3
cleavage leads to apoptosis [8]. Through their capacity to interact
with the surrounding ECM, cell adhesion receptors of the integrin
family also regulate tumor cell survival. While ligated integrins
relay survival signals, it is becoming clear that unligated integrins
act either positively or negatively on apoptotic cascades [9]. Upon
cell adhesion to ECM, integrins trigger FAK/ PI3K/Akt signaling,
leading to the transcription of anti-apoptotic molecules of the
Bcl-2 family. At the same time, downstream activation of Raf]
MEK/ERK pathway might provoke the sequestration of the pro-
apoptotic molecule, Bad [6]. In melanoma, PI3K/Akt and Ras/Raf/
Mek/ErK constitute the best known cell survival-promoting path-
ways amongst those identified so far as being engaged by
integrins [10].

Integrins are also likely to help regulate the extrinsic apoptosis
pathway through the activation of protein kinase C (PKC) [6], a
family of specific serine-/threonine-kinases implicated in a wide
variety of cellular responses, including proliferation and regula-
tion of gene expression. PKC can be involved in both protection
from apoptosis and induction of apoptosis [11]. With the excep-
tion of atypical PKCs, conventional and novel PKCs can be
activated by interaction with the endogenous ligand, diacylgly-
cerol, or pharmacological compounds, such as phorbol esters [12].
The range responses mediated by PKCs have been attributed to
cell type-specific expression and function of distinct isoforms.
Interestingly, PKCs isoenzymes are recruited by avp3-integrin
and contribute to adhesion-dependent ERK1/2 activation [13];

thus their activation could be of importance in the regulation of
cell survival.

Together, these observations suggest a complex connection
between several signaling mechanisms in the regulation of
survival of cancer cells; yet their putative contribution to the
anchorage-independent survival of ovarian spheroids remains
largely unexplored.

We previously found a contributory role for the av integrins/
vitronectin system in the initial step of spheroid formation in
ovarian cancer [14]. Since the blockade of av integrins mimicking
loss of cell anchorage induces anoikis and subsequently tumor
regression [15], Desgrosellier et al. [7] have also shown that avp3
expression could contribute to tumor progression and metastatic
potential by activating c-src in an anchorage-independent manner
of integrin ligation and FAK activation.

We have assessed whether av integrin-mediated interactions
during the formation of spheroids lead to the activation of cell
survival signals and protect cells against anoikis. The 2 models we
choose are well-characterized human ovarian cancer cell lines,
IGROV1 and SKOV3, which were established from an adenocarci-
noma and isolated after cultivation of ascitic fluid, respectively
[16,17]. In vitro, adhering IGROV1 cells pile up, forming floating
clusters of varying sizes. In this way, IGROV1 and SKOV3 cells
constitute interesting models regarding cell anchorage-dependent
survival, since those derived from adherent cells could detach to
form multicellular aggregates whereas the other line derived from
floating cells is adherent in culture. In addition, avf3 is also
the sole member expressed in IGROV1 cells, whereas SKOV3
expresses both avp3 and avp5 integrins [18]. Expression of av
integrins and PKCs activation, together with ERK1/2 signaling,
rescue IGROV1 ovarian cancer cells from anoikis when organized
in spheroids, whereas anchorage independence triggers SKOV3
cells growth arrest within multicellular aggregates.

Materials and methods
Cell culture

Human ovarian adenocarcinoma cell lines, IGROV1 and SKOV3,
were kindly provided by Drs J. Benard [16] and L. Poulain from
BioTICLA unit (Caen, France), respectively. IGROV1 cells had been
derived from a stage III ovarian adenocarcinoma of a 47 year-old
woman, and SKOV3 cells were isolated from ascites, derived from
a serous cystadenocarcinoma of a 64-year-old patient [17]. Both
cell lines mimicked the progression of ovarian carcinoma when
injected i.p. in nude mice models, giving rise to disseminated
carcinomatoses associated with ascites showing a typical mor-
phology consistent with the patients' primary tumors [16,17,19].

Cell culture media, reagents and fetal bovine serum (FBS) were
from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Cells were grown in
RPMI-1640 glutamax medium containing sodium bicarbonate
supplemented with 10% FBS (complete medium). The method of
generating multicellular aggregates has been described previously
[14,20]. Briefly, to prevent cell adhesion to a substratum, culture
flasks (25 cm?) were filled with 4 mL 1% agarose (Eurobio,
Courtaboeuf, France) in serum-free medium and allowed to
solidify for 30 min at room temperature. Subconfluent cells were
collected with trypsin-EDTA and resuspended in complete
medium to obtain 1.5 x 10° cells/flask. When indicated for
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individual experiments, the following drugs were added to the
culture medium: U0126 (662005), PMA (524400) and calphostin
C (208725) purchased from Millipore (Darmstadt, Germany), and
staurosporine (S4400) from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
with DMSO (UD8050-05-A) from Euromedex (Souffelweyersheim,
France) used as the control.

Multicellular aggregates viability

Multicellular aggregates were cultivated for up to 7 days. Cells
were collected by centrifugation and aggregates were disrupted in
trypsin-EDTA for 10 min at 37 °C. Cell number was determined by
counting viable cells by the trypan blue exclusion test. Depending
on the experiment, results were expressed as a fold change in
viable cell number compared to untreated cells. Each experiment
was done at least 3 times.

Cell cycle analysis

Aggregates from each day were collected by centrifugation and
incubated with trypsin-EDTA for 10 min at 37 °C. The cells were
rinsed with Phosphate Buffer Saline (PBS) (1.30 mM NaCl, 3 mM
KCl, 8 mM NayHPOy4, 1.4 mM KH,POy4, pH 7.2), fixed in 70% ethanol
and stored at —20 °C pending analysis. Fixed cells were incubated
for 30 min at 37 °C in PBS to release low molecular weight DNA
that is characteristic of apoptotic cells. After centrifugation, the
cells were resuspended and stained at room temperature for
20 min with propidium iodide using the DNA Prep Coulter
Reagent Kit (Beckman Coulter, Villepinte, France). The samples
were analyzed in an EPICS XL flow cytometer (Beckman Coulter),
with cell cycle distribution being determined with Expo32
acquisition software (Beckman Coulter).

Western blotting

Cellular homogenates were obtained using the cell lysis buffer
(9803 from cell signaling). The lysates were centrifuged at
15,000g for 15 min at 4 °C to pellet the cellular debris and the
protein concentration of the supernatant was determined by the
Bradford method (Bio-Rad, Life Science Group, Marnes la
Coquette, France). Total protein (30 pg) was separated on 12%
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel as described by
Laemmli [21]. The gels were electrotransferred onto a Hybond
nitrocellulose membrane (GE Healthcare, Velizy-Villacoublay,
France) for 75 min at room temperature. Western blotting was
done with anti-av integrins (sc-376156), -p130/Rb (sc-317), -Mcl-
1 (sc-819) (Santa Cruz, Heidelberg, Germany), or anti-PARP and
cleaved PARP (9542), -bax (5023), -phospho ERK1/2 (4370),
-phospho p38 (9211), -ERK1/2 (9102) and -p38 (9212) (Cell
signaling, Danvers, MA, United States of America) or anti-actin
(A5441) (Sigma-Aldrich) antibodies. Detection was done
using an Immobilon substrate (Millipore), with actin as a loading
control. Densitometry was used to calculate each capture
(GS-800, BioRad). The ratio of signals to actin or to the non-
phosphorylated form of protein was expressed as fold-changes in
comparison to day 1 of non-adherent culture or untreated cells,
according to the experiments.

Caspase-3 activity

The activity of caspase-3 was determined using a caspase colori-
metric assay kit (K106-100, Biovision, Milpitas, California, USA).
Briefly, cells were collected by centrifugation at 300g for 10 min at
4 °C, washed with ice-cold PBS and incubated in a lysis buffer.
The lysates were tested for protease activity using a caspase-
specific peptide conjugated with the color, p-nitroaniline. The
chromophore of p-nitroaniline cleaved by caspases was quantified
with a spectrophotometer at 405 nm. Caspase activity of cell
lysates was directly proportional to the color reaction. Results are
given as the relative fold-change of caspase-3 activity in the
appropriate experimental condition compared to the caspase-3
activity of adherent cell (control) or that of non-adherent
untreated cells, depending upon the experiment. Each experiment
was done at least 3 times.

av integrins knock-down

av integrins were silenced by transient transfection of adherent
cells with a mix of siRNAav (sc-29373, Santa Cruz) or siRNA
scrambled (sc 37007, Santa Cruz), targeting av integrins mRNA
and (control) non-targeting, respectively. Briefly, a mix of siRNA
and INTERFERRin (Ozyme, St. Quentin-en-Yvelines, France) was
diluted in the ratio 1:4. Six nM of siRNA mix with 25puL
INTERFERin was used to silence av expression over 24 h. The
cells were collected and incubated in agarose-filled flasks for
2 days.

Statistical analysis

All experiments involved at least 3 independent experiments.
The results are expressed as mean+SEM. For statistical analysis,
Student's t-test was used with significance set at p<0.05 (*),
p<0.01 (**), and p<0.005 (***).

Results
Formation and survival of ovarian carcinoma spheroids

Culture conditions in suspension or a non-adhesive environment
favor multicellular spheroids formation [14,20]. The surviving
ability of human ovarian adenocarcinoma cells organized into
spheroids was analyzed. Cell aggregation was followed for 7 days.
IGROV1 and SKOV3 cells formed mechanically stable multicellular
aggregates during the course of the experiment (Fig. 1). After a
few hours culture, cells began to cluster. Over time, they became
tightly packed and reached 50-100 pm for IGROV1 cell line and
>300 um for SKOV3 after 4 days (Fig. 1A). IGROV1 clusters kept
their structure for 7 days, forming compact aggregates containing
6 to >20 cells that correspond to the morphology of ovarian
cancer spheroids isolated from ascites, as described by Burleson
et al. [22]. SKOV3 clusters were organized differently: the number
of cells per aggregate was >50 from the second day of culture
and aggregates were less tight and compact than those formed by
the IGROV1 cells. Furthermore, no isolated cells could be observed
in non-adherent culture of SKOV3, unlike IGROV1.

Regarding survival within multicellular aggregates over the
7 days of culture, viable cells were counted after enzymatic and
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Fig. 1 - Formation and viability of ovarian carcinoma spheroids. (A) IGROV1 and SKOV3 ovarian cancer cells were grown under

non-adherent conditions at 37 °C. Light micrographs were taken on days 2 and 4 (scale bar 100 pm). Inset: high magnification of
IGROV1 spheroids. (B, C) IGROV1 and SKOV3 spheroid cultures were maintained for 7 days. The resulting aggregates were gently
collected each day to determine cell viability (B) and analyze cell cycle (C). Cells grown under adherent conditions for 48 h were

used as controls (ctrl).

mechanically dissociation. The number of cells remained steady
over this time for both IGROV1 and SKOV3, suggesting that both
were able to survive under non-adhesive culture conditions
(Fig. 1B). To confirm this, cell cycle distribution was followed
throughout by flow cytometry. When cells are placed under non-
adhesive conditions, the percentage of cells in GO-G1 increased
significantly from 59% to 77% for IGROV1, and from 65% to 85% for
SKOV3 cells (Fig. 1C). There was also a decrease in proliferation,
since the percentage of cells in S phase decreased from 26% to 9%
for IGROV1, and from 17% to 5% for SKOV3.

The two cells lines had different responses to non-adhesive
culture conditions in terms of the proportion of cells in the
sub-G1 peak, which represents cell debris and apoptotic cells.

A transient increase in the sub-G1 peak was seen after 1-3 days of
spheroid culture of IGROV1 cells. This decrease in cells in the sub-
G1 peak and the concomitant increase of IGROV1 cells in S and
G2/M after 4 days of spheroids culture show that a subpopulation
of IGROV1 cells survives. The data also suggest that a balance
between cell death and survival results in the apparent stability of
population (Fig. 1B) when IGROV1 cells were grown in an
anchorage-independent way. In contrast, SKOV3 cells showed no
changes in their distribution through the debris/apoptotic cells
peak, or through the S and G2/M subpopulations during the
course of the experiment, suggesting that the stability of SKOV3
cell number under anchorage-independent culture is associated
with growth arrest.
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Anchorage independent culture promotes a dual
apoptosis/survival response in IGROV1 cells and SKOV3
cells cycle arrest

To understand the simultaneous presence of apoptotic and viable
cells during anchorage-independent culture, expression of apop-
tosis and survival markers was followed over the 7 days of
culture. Since PARP cleavage is a sign of apoptosis, this parameter
was measured by western blot for IGROV1 and SKOV3 cells that
had not attached to support. IGROV1 cells loss of anchorage leads
to an increase of PARP cleavage that reaches a maximum on the
third day (Fig. 2A), indicative of apoptosis induction. In contrast,
SKOV3 spheroids had only a lower PARP cleavage throughout the
7 days of non-adhesive culture. These different types of behavior
were confirmed following caspase-3 activation. While relative
caspase-3 activity increased in the first days of non-adherent
culture and decreased after a longer time for IGROV1 cells, it
seems seldom if it was ever activated in SKOV3 non-adhesive cell
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cultures (1.5 fold increase compared to adherent cells), whereas
SKOV3 cells entered apoptosis, as attested by 1 uM staurosporine
treatment. Comparatively, the expression of Bax, a pro-apoptotic
marker, increased during IGROV1 culture without anchorage in
comparison to adherent cells, and then remained stable. Its
expression transiently decreased on days 3 and 4 of culture
without anchorage for SKOV3, prior to reaching a level close to
that of adherent cells at day 7. The expression of survival
molecules was also analyzed over the same period of time
(Fig. 2B). Mcl-1 is increased from the first day of IGROV1 spheroid
formation compared to adherent cells. It might have been
upregulated during critical transitions in cell fate, its function
being to provide short-term enhancement of viability. Unlike
IGROV1, Mcl-1 expression in SKOV3 cell line did not vary to
a significant extent between adherent and spheroid culture
conditions.

One way cells avoid apoptosis is by arrest in the GO/G1 phase of
the cell cycle, which involves the expression and activation of
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Fig. 2 - Non-adherent growth conditions induce modification of pro- and anti-apoptotic marker expression. (A) IGROV1 and SKOV3
spheroids were assayed for Bax, full length- and cleaved-PARP by western blotting, with actin as a loading control. Caspase-3
activity was measured using a colorimetric assay as described in M&M. Staurosporine A (STP) was used as a positive control for
apoptosis induction. Results are given as relative fold change in caspase-3 activity under experimental condition in comparison to
that of adherent cells. (B) Expression of Mcl-1 and p130/Rb was measured by western blotting, with actin as a loading control. Cells
grown under adherent conditions for 48 h were used as controls (ctrl). Relative band intensities (under each blot) of blots were
normalized to that of actin and expressed as fold change in comparison to day 1 of the non-adherent culture.
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proteins, such as p130 and retinoblastoma protein (p130/Rb). An
increase in p130/Rb expression occurred from the first day of
spheroid formation in IGROV1 and became more marked by the
third day (Fig. 2B). p130/Rb expression in SKOV3 cells progres-
sively increased from the first day of non-adherent culture up to
day 4. This difference in the kinetic of p130/Rb expression
following loss of anchorage in IGROV1 and SKOV3 cells could
support the cell cycle data. Indeed, GO/G1 arrest of SKOV3 cells
was seen from the first day of spheroid formation, whereas an
increase of the GO/G1 IGROV1 subpopulation occurred only after
day 4, following an apoptotic period.

These results support the notion that the stability of IGROV1
and SKOV3 cell population with time under non-adhesive culture
conditions leads to different behaviors. The stability of IGROV1
cell number within multicellular aggregates is associated at a
molecular level with earlier expression of Mcl-1 together with
cleaved PARP, indicating a dual balance between restoration of
cell survival and an apoptotic episode, whereas a quiescent
phenotype with a progressive expression of p130/Rb accompanies
the stability of the SKOV3 cell population.

Therefore, ovarian carcinoma cells culture under conditions
preventing substratum adhesion leads to the formation of viable
spheroids. This indicates that survival and apoptosis signaling
occur during spheroid formation.

ERK1/2 phosphorylation is required for IGROV1 ovarian
cancer spheroids survival

Cell responses to environmental stresses, such as non-adhesive
growth, are mediated by modification of intracellular signaling
events. Among these, MAP kinases signaling is crucial to regulate
several processes, including proliferation, survival and apoptosis.
We therefore investigated the role of ERK1/2 and p38 in spheroid
survival. Culture of IGROV1 cells without anchorage induced
ERK1/2 phosphorylation modifications (Fig. 3). Loss of anchorage
led to a significant decrease in ERK1/2 phosphorylation as
compared to its phosphorylation in adherent cells (Fig. 3). In
IGROV1 spheroids, p38 phosphorylation fluctuates, reaching a
maximum after 2-3 days under non-adhesive culture conditions.

IGROV1

This increase at days 2 and 3 was associated with the marked
increase of PARP cleavage and a maximal fold increase of caspase
3 activity within non-adherent IGROV1 cells (Fig. 2A). When
SKOV3 cells were grown in an anchorage-independent manner,
ERK1/2 phosphorylation did not change in the first few days in
comparison with adherent culture conditions. p38 was activated
in SKOV3 spheroids compared to p38 phosphorylation in SKOV3
adherent cells.

To characterize the importance of ERK1/2 phosphorylation in
anoikis resistance, 1 or 2 day spheroids were treated with U0126
(Fig. 4). U0126 is an organic compound that specifically inhibits
MEK1 and MEK2, and thus inhibits activation of ERK1 and ERK2
[23]. In the presence of U0126 inhibitor, the relative number of
viable cells within non-adherent IGROV1 spheroids decreased in
comparison to the control (DMSO treated cells), leading to a fall of
25% and 22% in cell survival at days 1 and 2, respectively. At the
same time, U0126 treatment enhanced PARP cleavage and relative
caspase-3 activity in cells grown without anchorage (Fig. 4A).
Considering SKOV3 cells (Fig. 4B), even when treatment with
U0126 compound led to inhibition of ERK1/2 phosphorylation,
this did not significantly affect cell viability under non-adherent
condition. In the same way, U0126 treatment did not induce
significantly either PARP cleavage or caspase-3 activation in non-
adherent SKOV3 cells. These results suggest that IGROV1 cells,
unlike SKOV3 cells, resist apoptotic stresses partly by activation of
ERK1/2 MAP kinase signaling.

PKC and «v integrins are involved in IGROV1 anoikis
resistance

PKC are serine/threonine kinases that regulate a variety of cell
functions, including proliferation and apoptosis. Treatment of
IGROV1 cells with the PKC inhibitor, calphostin C, during the first
2 days of spheroid formation enhanced cell mortality, PARP cleavage
and caspase-3 activation (Fig. 5A), while treatment with PMA, a
commonly used phorbol ester that activates PKC isoenzymes,
increased spheroid survival and simultaneously decreased both
PARP cleavage and relative caspase-3 activity (Fig. 5B). Flow
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assayed for ERK1/2, p38 and their phosphorylated form expression by western blotting. Relative band intensities of p-ERK1/2 and
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culture. Inhibition of ERK1/2 activation was verified by western blotting. Viable cell numbers were quantified and results are given
as relative viable cell numbers compared to untreated cells for each day of treatment. Apoptosis was followed by western blotting
of full length- and cleaved-PARP and caspase-3 activity. Results are given as relative fold change in caspase-3 activity in

comparison to that of DMSO-treated cells at day 1. Student's t-test was used between untreated and treated cells for each day, and

significant differences are marked by *p<0.05 and **p<0.01.

cytometry showed that PMA-treatment of IGROV1 spheroids also
led to a marked decrease in cell debris and death during spheroid
culture, especially under conditions where anchorage-independent
induced apoptosis was maximal (i.e. during the first 3 days)
(Fig. 5C). It appears that PKC activation favors spheroid viability.
Amongst adhesive systems, av integrins are involved in ovarian
pathology [24-27]. Cell interactions mediated by av integrins are
of importance in the initial formation of IGROV1 spheroids [14].

Desgrosellier et al. [7] showed the impact of avp3 integrin
expression on the anchorage-independent survival and the
aggressive behavior of cancer cells in vivo. The involvement of
av integrins in the survival and resistance to cell death of
spheroids was therefore investigated. av integrin expression was
maintained in a steady-state during spheroid culture, despite a
slight decrease during the first day of losing anchorage (Fig. 6A).
We therefore analyzed the effect of decreased av integrin
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PMA (B) during the initial steps of spheroid formation (2 days of non-adherent culture). The resulting aggregates were gently
collected to determine cell viability. Apoptosis was followed by full length- and cleaved-PARP western blotting, with actin as a
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band intensities of cleaved-PARP were normalized to that of actin signals and compared to the band intensity of the untreated
condition. Student's t-test was used between untreated and treated cells, and significant differences are marked by * p<0.05,
**p<0.01 and ***p<0.005. (C) IGROV1 spheroids were treated with DMSO or 1 pM PMA for 7 days and the sub-G1 fraction
measured by cell cycle analysis. Results are given as a fold increase in sub-G1 peak under experimental condition compared to

adherent cells.

expression by siRNA directed against av integrins mRNA on cell
viability. Lower av-integrin expression in IGROV1 adherent cells
did not induce cell mortality (data not shown), but diminution in
IGROV1 spheroids induced apoptosis, as shown by PARP cleavage
and a slight increase in relative caspase-3 activity after 1-2 days
of culture under non-adhesive conditions (Fig. 6B).

PKC and av integrins converge towards ERK1/2 activation
in IGROV1 cells

One of the most promising mechanisms for sustained MAPK
signaling is the cross-talk between major intracellular signal cas-
cades, that between MAPK signaling and PKC mediated-pathway
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Fig. 6 - Importance of av integrin expression in IGROV1
spheroid anoikis resistance. (A) Expression of av integrins in
different aged IGROV1 spheroids or adherent cells (ctrl) was
analyzed by western blotting, with actin as a loading control.
(B) Effect of av integrins knock-down on 1 or 2 day IGROV1
spheroid survival. Adherent cells were transfected with siRNA
av integrins (av) or siRNA scramble (scr). The cells were grown
under non-adherent culture conditions over 1-2 days.
Silencing efficiency was controlled by anti-av integrin western
blotting. Induction of apoptosis was followed by the
expression of full length- and cleaved- PARP by western
blotting, with actin as a loading control. Relative band
intensities of av integrins and cleaved-PARP were normalized
to that of actin signals and expressed as relative fold change of
band intensity of siRNA scrambled condition at day 1 of the
non-adherent culture. Caspase-3 activity was measured and
results are given as relative activity in comparison to the
caspase-3 activity of siRNA scrambled-treated cells at day 1.
Student's t-test was used and significant difference is marked
by *p<0.05.

being one of them. PKC may activate ERK1/2 signaling cascade for
migration of ovarian cancer cells [13], but may also be involved in
the activation of ERK1/2 during damage-induced apoptosis [28].
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Fig. 7 - PKC and av integrins converge towards ERK1/2
activation. (A) During the initial steps of spheroids formation
(0-360 min), IGROV1 cells were treated with 1 pM PMA or
DMSO. ERK1/2 and its phosphorylated forms were analyzed by
western blotting. (B) ERK1/2 phosphorylation analyzed by
western blotting after av integrins knock-down (+), and after
siRNA scramble transfection (- ). Relative band intensities of
p-ERK1/2 were normalized to that of ERK1/2 signals and
expressed as relative fold change of band intensity of siRNA
scrambled condition at day 1 of the non-adherent culture.

ERK1/2 activation was analyzed after IGROV1 cells treatment with
PMA during spheroid formation. While ERK1/2 phosphorylation
decreased significantly up to 2h under non-adherent culture
conditions, PMA treatment (known to stimulate PKC) activated
and sustained ERK1/2 with time (Fig. 7A).

Cross-talk between MAPK and integrin-dependent signaling
has previously been described. Apoptosis after av integrin silen-
cing could be due to a decrease of ERK1/2 activation within 2 days
in non-adherent culture (Fig. 7B). This suggests that av integrins
participate in the activation of survival that involves the induction
of MAP kinase ERK-dependent pathways.

During SKOV3 spheroid culture av integrin expression was
maintained in a steady state despite a slight decrease after loss
of anchorage. Unlike IGROV1 cells, av integrin inhibition in SKOV3
cells did not induce modification of the ERK phosphorylation
status or apoptosis (i.e. PARP cleavage or caspase-3 activity).
Staurosporine treatment of SKOV3 cells excluding the absence
of effect was due to SKOV3 cells being refractory to apoptosis
(Fig. 8).

The results suggest that av integrins and PKC stimulation
converge in ERK1/2 activation, thereby contributing to IGROV1,
but not SKOV3, and spheroid resistance to anoikis during the
initial stage of spheroid formation.

Discussion

Ovarian cancer has a high mortality rate, mainly because of its
resistance to chemotherapy, and the development of peritoneal
metastases is largely responsible for relapse. The propensity of
ovarian cancer cells to form free-floating spheroids within ascitic
fluid accumulating as the cancer progresses leads to widespread



338

EXPERIMENTAL CELL RESEARCH 320 (2014) 329-342

A Non adherent cells (days)
ctrl 1 2 3 4
av integrins - - - - - q
1.5 1.0 0.9 1.0 1.0 1.3
Actin |- WHENS W — - W—
B 25 O siRNA scr
Non adherent cells B siRNA av
siRNA av - + 25 27
22
53
3 . < =
av integrins 8 5 4
b5
N
o _‘; 1 -
20
PARP & %
[}
Cleaved ~ g 057
PARP

Actin

Non adherent cells

Non adherent cells

NP - +
pEREL2 E PARP b S—
Cleaved P m—
PARP
ERK 1/2 Actin s i———

Fig. 8 - av integrin expression in SKOV3 cells is not associated with ERK1/2 activation or sign of apoptosis. (A) Expression of av
integrins in differently aged SKOV3 spheroids or adherent cells (ctrl) was analyzed by western blotting, with actin as a loading

control. (B) Effect of av integrin knock-down on 2 day SKOV3

spheroid survival. Adherent cells were transfected with siRNA av

integrins («av) or siRNA scramble (scr). The cells were grown under non-adherent culture conditions over 2 days. Silencing

efficiency was controlled by anti-av integrin western blotting.
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cells at day 2. Staurosporine A (STP) was used as a positive control for apoptosis induction.

intra-abdominal dissemination and most chemotherapeutic mea-
sures are ineffective on these cell structures in the peritoneum.
Thus, the signaling pathways involved in the survival of cells in an
anchorage-independent condition need to be identified as being
of paramount importance. Nevertheless mechanisms making
spheroids resistant to anoikis are poorly understood [2].

Our results show that the two cells lines (IGROV1 and SKOV3)
behave differently as anoikis was provoked, which was due to
switching on of different signals along survival pathways. PKC and
av integrins, both converging on ERK1/2 activation, allow IGROV1
cells to survive whereas anchorage-independence triggers SKOV3
cells to assume a quiescent phenotype.
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When IGROV1 and SKOV3 cells were grown in a non-adhesive
substratum, they form spheroids within 7 days under anchorage-
independent conditions, with spheroids conserving their struc-
ture over at least 3 weeks (data not shown). Their sizes were
comparable with in vivo spheroids obtained from ascitic fluid [22].
However, their compaction status differs from the tightly packed
spheroids for IGROV1 cells to the less cohesive ones for SKOV3
cells [20], which might reflect the heterogeneity of ovarian
cancers. Indeed, IGROV1 cells were derived from a polymorphous
adenocarcinoma with endometroid differentiation for the major
part of the tumor, whereas SKOV3 cells were derived from ascites
of a serous cystadenocarcinoma [16,17]. Since SKOV3 cells were
isolated from ascitic fluid, their propensity to survive as single
isolated cells could be higher than that of epithelial IGROV1 cells,
which have to develop survival interaction. The absence of an
adhesive substratum and disruption of cell-matrix interactions
induce an apoptotic type known as anoikis in epithelial cells [5].
However, the growth curves and cell cycle profiles suggest that
both ovarian cancer cell lines can survive under these stressful
culture conditions. Accumulation of IGROV1 and SKOV3 cells in
the GO-G1 phase of the cell cycle was obvious; nevertheless, an
increase of IGROV1 cells in the sub-G1 region during the first days
of culture suggested that some of them underwent apoptosis.
Apoptosis and, by extension, anoikis are complex processes that
involve a number of events which eventually combine to decide
either life or death of a cell. In particular, Bcl-2 homolog family
member expression represents a critical decision at a checkpoint
within most apoptotic pathways. For instance, cells overexpres-
sing the anti-apoptotic proteins, Bcl-X; or Mcl-1, are highly

resistant to apoptosis [29]. Although Mcl-1 expression does not
vary in SKOV3 cells during spheroid culture, it is upregulated in
IGROV1 cells. Thus, the ability of ovarian cancer cells to survive
in vivo as small clumps in ascitic fluid of the peritoneal cavity may
be in part a consequence of failure to undergo anoikis.

The consequences of environmental changes, as in anchorage-
independent culture conditions, could be mediated by modifications
of the signaling pathways. Here, we have shown that, once IGROV1
cells are grown in an anchorage-independent way, ERK1/2 activity is
transiently downregulated, as shown by a decrease of their phos-
phorylation prior to this phosphorylation being upregulated in
spheroids maintained over 7 days under anchorage-independent
conditions. Although PI3K/Akt may be a key pathway in regulating
cell survival under anchorage-independent stress [3,10], modulation
of ERK1/2 phosphorylation during the spheroid culture is correlated
with the cleavage of PARP, demonstrating that the ERK1/2 signaling
pathway is also involved in ovarian cancer cell anoikis resistance, as
previously suggested [30]. p38 phosphorylation also plays an
important role in cell proliferation by activating G1/S and G2/M
checkpoints [31]. Since cultivation of SKOV3 cells in spheroids does
not result in apoptosis, as seen by the absence of PARP cleavage, the
sub-G1 peak and unmodified caspase-3 activity, we wondered
whether SKOV3 cells are protected from anoikis by moving into
quiescence on cultivation under anchorage-independent conditions.
Activation of p38 in cells grown without anchorage could serve as a
signal to induce quiescence of tumor cells, as previously suggested
[32]. The molecular ratio between ERK1/2 and p38 expression can
also regulate reprogramming of aggressive tumor cells into quies-
cence [33], the accumulation of p130/Rb being considered as a
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Fig. 9 - Schematic model illustrating anoikis resistance of ovarian cancer cells organized into spheroids. In IGROV1 cells, loss of
anchorage induces a dual signaling between apoptosis and survival. Anoikis resistance needs ERK1/2 phosphorylation, which is
dependent on PKC activation and «v integrin signaling. Once ERK1/2 had been phosphorylated, apoptosis was inhibited, as shown
by a decrease of relative caspase-3 activity and a low level of PARP cleavage. In parallel, the expression of the survival molecule,
Mcl-1, was strongly increased in the initial steps of IGROV1 spheroid formation. In SKOV3 cells, loss of anchorage promptly induces
P130/Rb accumulation (known to be involved in cell cycle arrest in GO/G1 phase) and phosphorylation of p38 leading cells to
become quiescent. This state protects SKOV3 cells from anoikis, as shown by a decrease of apoptotic markers (i.e.: PARP cleavage,
caspase-3 activity and Bax). Full arrows represent direct effects, whereas dotted arrows represent putative effects

(bibliographic data).
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hallmark of quiescence [3]. Unlike IGROV1 cells, culture of SKOV3 in
a non-adherent way also leads to a decrease in pro-apoptotic Bax
expression. p38 can upregulate the ER chaperone, BiP/Grp78, which
inhibits Bax activation [34], a phenomenon that helps cells to enter
into dormancy. The difference in Bax expression between IGROV1
and SKOV3 cells when cultivated in an anchorage-independent way
may explain why the IGROV1 transiently enter into apoptosis prior
to surviving, whereas SKOV3 cells resist anoikis and become
quiescent.

PMA treatment has a range of biological effects, mainly through
the activation of typical PKCs, thereby increasing IGROV1 viability
in non-adherent culture conditions compared to untreated cells,
whereas inhibition of PKCs with calphostin C increases IGROV1
cell mortality. These results suggest that typical PKCs activation
could also contribute to cell resistance to anoikis. The data may
seem discrepant with the report that atypical protein kinase C
activation is pro-apoptotic in ovarian cancer cells [35]. Never-
theless, the influence of PKC on the response to apoptosis is
complex. While PKCs activation has previously been described as
an apoptosis-inducer in e.g. prostate cancer cells [36], it could be a
way to survive anoikis in melanoma [37]. This highlights the
heterogeneity of cancers, in which signaling pathways are often
modified in different ways depending on the environmental con-
ditions. This contributes to the difficulties in using PKC inhibitors in
clinical applications. In addition, the diversity in PKCs isozymes
raises issues regarding signaling specificity. For example, both PKCa
and PKC3 in prostate cancer models mediate an apoptotic response
[38-40], whereas PKCe is implicated in prostate tumorigenesis
because of its stimulatory effects on proliferation, survival and
invasiveness [41,42]. Activation of the MAPK/ERK1/2 signaling
pathway by PMA and PKC has been reported [43-45]. In the
present study, western blot analysis of protein lysates from spher-
oids culture showed that PMA increased the phosphorylation status
of ERK1/2, thus confirming this cross-talk in the context of spheroid
survival.

In addition to intracellular signals, spheroid survival could be
mediated by cell-cell contacts, like those allowing the maintenance
of Akt kinase activity as well as expression of E-cadherin [4,46].
Since the role of av integrins in the initial steps of spheroid
formation has been studied [ 14], we investigated their contribution
to spheroid survival. Downregulation of av integrin expression in
IGROV1 cells with siRNA promotes apoptosis once cells have been
grown in an anchorage-independent way. This result suggests that
av integrins could also trigger signaling of survival. Abrogation of
av chain expression induces apoptosis in breast cancer cells [47].
Supporting the importance of this integrin family in regulating
anoikis, Morozevich et al. [48] showed that human intestinal
carcinoma cells became resistant to anoikis by selection of cells
expressing on weakly avp3 integrins. Moreover, expression of avf3
integrins in glioma cells increases survival in response to stress,
according to the availability of an appropriate ECM [49]. In this way,
we had shown that vitronectin, the main ligand of av integrins, is
present in the core of ovarian carcinoma spheroids [14]. Interest-
ingly, Desgrosellier et al. [7] also gave new insight into the
contribution of avp3 integrin in cancer progression by demonstrat-
ing its expression being involved in anchorage-independent survi-
val and dissemination, independently of integrin ligation and FAK
activation. We have shown here that av integrin downregulation
decreases ERK1/2 phosphorylation, which is also associated with
increased caspase-3 activity. This result therefore illustrates that

the known convergence of av integrin-mediated adhesion and
ERK1/2 survival pathway could also take place upon abrogation of
cell anchorage. The involvement of integrin partners mediating this
cross-talk needs further investigation.

In sum, our results provide new insight into how loss of anchorage
abrogates survival signaling, and how ovarian cancer cells counteract
this phenomenon in spheroid status (Fig. 9). During ovarian cancer
dissemination, spheroids formation appears to result in the selection
of anoikis-resistant cells, which may be a major contributor to
recurrence.
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Etude de I'impact de la fibronectine et de la vitronectine ascitiques sur la récidive des carcinomes
ovariens

Les cancers de I'ovaire représentent la premiére cause de mortalité due aux cancers gynécologiques dans
les pays développés. La plupart de ces cancers sont diagnostiqués a des stades tardifs quand les cellules
cancéreuses ovariennes ont disséminé et colonisé les parois de la cavité abdominale. En conséquence, ces
cancers sont associés a un sombre pronostic.

Plus d’un tiers des patientes présentent une accumulation de liquide d’ascite au moment du diagnostic.
L'ascite est un fluide exsudatif ayant une composante cellulaire et également une composante liquide
acellulaire, constituant un réservoir dynamique de molécules bioactives. Malgré une réponse efficace aux
traitements standards, les taux de récidive de cette pathologie restent élevés. L’acquisition d’une
chimiorésistance et le mode de propagation atypique des cellules cancéreuses sont deux éléments importants
impliqués dans la récidive des cancers ovariens.

Le role de I'ascite et plus particulierement de la composante matricielle ascitique, dans le processus de
dissémination et dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses ovariennes reste peu étudié et constitue le
coeur de ce travail de these.

L'objectif des travaux a été d’étudier I'influence de I'ascite et de deux glycoprotéines matricielles purifiées a
partir d’échantillons d’ascites sur les comportements cellulaires propices a la dissémination et a la récidive des
cancers ovariens. De plus, I'influence de I'ascite sur la réponse des cellules aux traitements a base de platine a
également été recherchée et estimée.

L'étude démontre que l'ascite est un microenvironnement propice a la dissémination des cellules
cancéreuses ovariennes et que la fibronectine et la vitronectine ascitiques ainsi que leurs récepteurs
d’adhérence spécifiques sont des éléments qui participent a la régulation de cette dissémination. L’ascite
exerce également un effet protecteur contre I'effet cytotoxique des agents chimiothérapeutiques.

Ces résultats mettent en perspectives I'intérét potentiel de la fibronectine et de la vitronectine ascitiques
comme outils diagnostiques et/ou cibles thérapeutiques des cancers ovariens et nous engagent a approfondir
I’étude de ces deux molécules et de leurs conséquences sur la progression de la maladie.
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Study of the impact of ascites derived fibronectin and vitronectin on the recurrence of ovarian
carcinomas.

Ovarian cancers are the leading cause of death among gynaecological cancers in western countries. Most of
these cancers are diagnosed at a late stage, when ovarian cancer cells have spread and colonized the walls of
the abdominal cavity. Therefore, these cancers are associated to a poor prognosis.

More than one third of the patients show an accumulation of ascites at the time of the diagnosis. Ascites
are exudative fluids composed of a cellular and also an acellular fraction. In fact, ascites constitute a dynamic
reservoir of bioactive molecules. Even if the response of ovarian cancers to the current first-line therapy, that
consit in debulking surgery followed by chemotherapy, is satisfactory, the rate of recurrence remains
important. The gain of a chemoresistance and the atypical widespread of cancer cells are two important factors
involved in the recurence of the ovarian cancers.

The role of ascites and more particularly, of the ascitic matrix componants on the dissemination process
and on the chemoresitance of the ovarian cancer cells remain poorly studied and is the aim of this work.

The objective of this study was to investiguate the influence of ascites and of two matrix glycoproteins
purified from samples of ascites i) on the cells behavior convenient to the dissemination and the recurrence of
the ovarian cancers and ii) on the response of cells to therapeutics treatments with platinum.

This study suggests that ascites are a permissive microenvironment to the dissemination of ovarian cancer
cells and that ascitic fibronectin and vitronectin as well as their specific receptors are actors which participate
to the regulation of this dissemination. Ascites also protect ovarian cancer cells against the cytotoxicity of
chemotherapeutic drugs.

These results illustrate the potential interest of ascites derived fibronectin and vitronectin as diagnosis tools
and/or therapeutic targets for ovarian cancers and encourage us to deepen the study of these two molecules
and their consequences in the progress of the disease.
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