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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Le cancer en général 

Le cancer est une maladie qui touche de nombreuses personnes dans le monde et 

qui représente un problème de santé majeur. Au Canada, il s'agit de la cause de mortalité 

la plus importante tous âges et sexes confondus, avec près de 40 % de la mortalité [1]. 

En 2012, il a été estimé que 186 400 nouveaux cas de cancer ont été diagnostiqués et 

que 75 700 personnes sont décédées de cette maladie [2]. 

En conditions normales, l'organisme possède des mécanismes de régulation qui lui 

permettent de contrôler la croissance et l' état des cellules. Par exemple, lorsqu'un tissu a 

atteint la confluence, c'est-à-dire que les cellules recouvrent tout l'espace disponible, des 

signaux d'arrêt de croissance indiqueront aux cellules de cesser de proliférer. De plus, 

lorsque des cellules sont endommagées, elles procéderont à l' apoptose, une forme de 

mort cellulaire programmée, et seront éliminées afin d'éviter de devenir nuisibles pour 

l'organisme. De cette façon, l'organisme assure un équilibre entre croissance et mort 

cellulaire afin de maintenir un état fonctionnel normal. Cependant, au cours de leur vie, 

certaines cellules acquièrent divers défauts génétiques qui leur permettent de contrer les 

mécanismes de défense de l'organisme et de progresser vers un stade tumoral. Pour ce 

faire, les cellules doivent principalement acquérir six caractéristiques qui sont présentées 

dans la figure 1.1 [3 , 4]. 

Afin d' acquérir ces caractéristiques, les cellules subiront divers dommages 

génétiques principalement dans deux catégories de gènes. D'une part, les proto­

oncogènes, qui deviendront des oncogènes « activés» lorsque mutés, sont des protéines 

qui favorisent principalement la croissance et la survie cellulaire. Il est également 
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possible que des oncogènes soient surexprimés lorsqu'un gène est amplifié, c'est-à-dire 

présent en un plus grand nombre de copies, ce qui mène à une surexpression de 

l'oncogène et donc à une activité anormalement élevée de cette protéine. D'autre part, 

les suppresseurs de tumeur (responsables d' induire un arrêt du cycle cellulaire en cas de 

dommage à l'ADN, de réparer les dommages à l'ADN ou d' induire la mort cellulaire) 

perdront leurs fonctions lorsque mutés ou lorsque leur expression sera réprimée. Cela 

permet donc aux cellules de poursuivre leur croissance et d' accumuler davantage de 

défauts génétiques. L'un des suppresseurs de tumeurs les plus importants dans le cancer 

est la protéine p53, laquelle est mutée dans plus de 50 %. des cas de cancer. 

Habituellement, plus d'une mutation est requise afin de mener à un stade tumoral, ce qui 

explique que le développement d'un cancer est un processus qui requiert du temps et que 

plusieurs cancers .apparaissent à un âge plus avancé chez le patient [3]. 

Croissance 
incontrôlée 

AnSlogenèse ! 
RésIstance li la 
mort cellulaire 

~ ~ 

~ ~ 

1 Immortalité 
Résistance aux 

réplicative 
signaux d'arrêt 
de croissance 

Invasion et 
métastasie 

Figure 1.1 Les caractéristiques du cancer (adaptée de [4]). 

La progression vers un état cancéreux se déroule en plusieurs étapes présentées 

dans la figure 1.2. Tout d'abord, une cellule perdra le contrôle de son cycle cellulaire et 

des mécanismes de mort cellulaire, ce qui mènera à une prolifération excessive et 

désordonnée. Parmi ces cellules, certaines procéderont par le processus de transition 

épithéliale-mésenchymale (EMT, voir section 1.4) et acquerront une plus grande 
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capacité de migration et d'invasion. Ce potentiel nouvellement acquis leur permettra de 

rejoindre la circulation sanguine et, éventuellement, de coloniser des organes distants où, 

par le processus de transition mésenchymale-épithéliale (MET, voir section 1.4), elles 

retrouveront un phénotype davantage différencié qui leur permettra de former une 

nouvelle tumeur, ou métastase [5]. 

Épitbélium normal 

Extravasation 

-

maaométastase 

Dysplasie/adénome 

-
Iotravasation 

Carcinome in situ 

Carcinome 1 ~ 
Invasif ~ 

Figure 1.2 Progression du cancer vers la métastasie (adapté de [5]). 

1.2 Le cancer ovarien 

Le cancer ovarien représente un cancer gynécologique dévastateur chez la femme. 

En 2012, il a été estimé que 2600 nouveaux cas ont été diagnostiqués au Canada et que 

1750 femmes son~ décédées des suites de cette maladie, faisant de cette maladie celle 

avec le taux de mortalité le plus élevé parmi les cancers gynécologiques chez la femme 

[2]. Malgré son incidence relativement faible, le cancer ovarien est parmi les plus 

mortels puisque son diagnostic est souvent tardif en raison de l'absence de symptômes 

spécifiques [6]. De ce fait, au moment du diagnostic, plusieurs patientes présentent déjà 

un cancer avancé qui a progressé et a atteint d'autres organes par métastasie [7]. La 
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majorité des cas de cancer ovarien sont des carcinomes, c'est-à-dire des cancers issus 

des cellules épithéliales et stromales à la surface de. 1 'ovaire, et environ 90 % des cancers 

malins sont dans cette catégorie. [8, 9]. Pour expliquer cela, il est suggéré que 

l'ovulation et la réparation de l' épithélium répétées entraîne une augmentation des 

risques d'accumuler des défauts génétiques. De plus, la présence d'un kyste ovarien 

pourrait produire un micro environnement favorable à la prolifération [10]. Il est 

également possible que certains cancers ovariens proviennent des trompes de Fallope et 

soient difficilement distinguables d'un véritable cancer ovarien en raison, d'une part, de 

la proximité anatomique et, d' autre part, des fortes ressemblances histologiques entre les 

cellules de ces organes [11] . 

1.2.1 Physiologie de l'ovaire 

Les ovaires sont deux petits organes situés de chaque côté de l'utérus et mesurant 

environ 3cm par 2cm par 1cm. Ils sont reliés à l' utérus et aux trompes de Fallope par le 

ligament large ainsi qu'à la cavité pelvienne par le ligament suspenseur de l'ovaire 

(Figure 1.3). Les ovaires sont responsables, lors de chaque cycle menstruel, de produire 

un ovule afin de permettre la reproduction. Cet ovule sera capté par les trompes de 

Fallope, endroit où l' ovule sera fécondé par un spermatozoïde, et acheminé jusqu'à 

l'utérus pour implantation s' il y a fécondation. Le cycle ovarien peut être divisé en trois 

principales phases: la phase folliculaire, l'ovulation et la phase lutéale. Au cours de la 

phase folliculaire, sous l'effet de la FSH, quelques follicules entreprendront une 

maturation, mais seulement un ovule mature sera formé. Ensuite, sous l'effet d'une 

augmentation des niveaux d'œstrogène, la glande pituitaire antérieure sécrétera la LH, 

une hormone qui provoquera l' ovulation, c' est-à-dire la sortie de l'ovule de l' ovaire et 

son entrée dans la trompe de Fallope pour être fécondée. Après l'ovulation, le follicule 

mature ayant libéré l'ovule se développe en une structure appelée le corps j aune qui sera 

responsable de sécréter d' importantes quantités d'œstrogène et de progestérone. Ces 

hormones auront pour effet d'une part de préparer l'utérus à recevoir un ovule fécondé 

et, d' autre part, d' inhiber la sécrétion de FSH et de LH afin d'empêcher un retour 

immédiat à la phase folliculaire. Si l'ovule est fécondé et parvient à s' implanter dans 
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l'utérus, il Y aura grossesse. Dans le cas contraire, il y aura dégradation du corps jaune, 

menstruations et reprise du cycle menstruel [12-14]. 

trompe de Fallope 

l'ovaire 

ligament de 
l'utérus -~I.WI.-----

corps de 
l'utérus ----.;~IIIIr:::=-

__ -- endomètre roDicule 

tfi-- (:01 de rutérus 

Ifi--orifice externe du col 

"*1--- vagin 

Figure 1.3 Anatomie du système reproducteur féminin (adaptée de [12]). 

1.2.2 Facteurs de risque et facteurs protecteurs 

En raison de leur implication dans le système reproducteur féminin, les ovaires 

sont soumis à d'importantes variations hormonales, en particulier les œstrogènes et la 

progestérone. En raison de leurs fonctions promitotiques, les œstrogènes représentent un 

facteur de risque pour le cancer ovarien, par exemple dans le cas d' une hormonothérapie 

substitutive avec œstrogène sewe ou dans le cas de l' obésité, une situation qui augmente 

les niveaux d' estrogènes [15]. La nulliparité représente également un facteur de risque 

et, en contrepartie, une grossesse à terme a un effet protecteur contre le cancer ovarien 

[6]. Des défauts génétiques dans les gènes BRCA1 et BRCA2, codant pour des protéines 

importantes dans la réparation de l'ADN, ainsi que dans le gène codant pour la protéine 

p53, augmentent également le risque de développer un cancer ovarien. De plus, comme 

pour de nombreuses autres maladies, le tabagisme et l' amiante sont également des 

facteurs de risque [15] . 
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1.2.3 Symptômes du cancer ovarien 

Les principaux symptômes du cancer ovarien ne sont pas spécifiques qu'à cette 

maladie et apparaissent fréquemment tardivement dans la progression de ce cancer, ce 

qui explique que le diagnostic ait fréquemment lieu à un stade avancé. Un cancer 

ovarien peut être caractérisé par des changements digestifs (ballonnements, gaz, nausées, 

brûlures d'estomac), des troubles intestinaux et urinaires, des saignements vaginaux 

anormaux, une douleur au dos ou lors de rapports sexuels ainsi que de la fatigue et une 

perte de poids. Lorsque présent à un stade plus avancé, il peut également y avoir un 

épanchement pleural et une accumulation de liquide abdominal (ascites) [15]. 

1.2.4 Classification des cancers ovariens 

La classification du cancer ovarIen se fait par le chirurgien lorsque celui-ci 

procède à la cytoréduction. Pour ce faire, il note la progression de la tumeur ovarienne et 

la classe en fonction de son étendue. Un cancer de stade 1 est limité aux ovaires; au stade 

II, le cancer a atteint d'autres organes environnants dans le bassin; le stade III indique la 

présence de métastases abdominales et potentiellement de métastases hépatiques. 

Finalement, le stade IV indique la présence de métastases distantes avec possibilité 

d'épanchement pleural, des signes que le cancer ovarien a progressé et est désormais à 

un stade avancé. De plus, une indication de l'atteinte d'organes distants (MO: sans 

atteinte, Ml : métastases distantes) ainsi qu'une évaluation des ganglions lymphatiques 

(Nx: impossible d'évaluer l'état des ganglions, NO : ganglions sains, NI : atteinte des 

ganglions lymphatiques proximaux) peuvent être fournies lors de l'intervention par le 

chirurgien [15 -17]. 

1.2.5 Traitements du cancer ovarien 

Le choix du traitement à employer pour traiter un canéer ovarien dépend entre 

autres de la progression de la tumeur ainsi que de l'âge de la patiente. Habituellement, 2 

options principales sont envisagées poUr traiter le cancer ovarien: la chirurgie et la 
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chimiothérapie. Dans le cas de ce cancer, la radiothérapie est très rarement utilisée et 

sert plutôt à traiter des métastases. 

1.2.5.1 La chirurgie 

La première étape du traitement d' un cancer ovarien consiste en une cytoréduction 

par chirurgie afin d' enlever un maximum de la tumeur visible, autant au niveau de 

l' ovaire qu'au niveau de la cavité abdominale et des organes avoisinants, s' il y a lieu 

[10]. Dans certains cas, lorsque le cancer est diagnostiqué chez une femme ayant atteint 

la ménopause, il est possible de complètement retirer l'utérus, les trompes de Fallope 

ainsi que les ovaires puisque cela ne supprime pas la fertilité de la femme. Cependant, 

chez une femme plus jeune un traitement moins drastique devra être employé afin de 

préserver au moins un ovaire fonctionnel [7]. 

1.2.5.2 La chimiothérapie 

Après la chirurgie, un traitement adjuvant de chimiothérapie est fréquemment 

administré afin d' éliminer toute tumeur résiduelle ou métastase présente chez la patiente. 

L'objectif de ce traitement est d' attaquer les cellules tumorales avec des agents toxiques 

afin d' induire la mort cellulaire et, ainsi, éliminer la tumeur. Ce traitement est 

habituellement administré par voie intraveineuse. Une administration intrapéritonéale a 

démontré une efficacité supérieure de 20 à 30 % en ce qui concerne la survie globale et 

l' absence de progression tumorale. Cependant, cette voie d' administration est peu 

utilisée principalement en raison des complications qui peuvent s' en suivre telles 

qu'utilisation du cathéter, adhésion, infections et de la toxicité plus importante associée 

à ce mode de traitement [10, 18]. Un traitement couramment utilisé consiste en 

l'administration simultanée d' un taxane ainsi que d'un composé de platine afin d' agir 

sur les cellules cancéreuses par deux mécanismes différents et ainsi augmenter les 

chances de succès du traitement. 
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Les taxanes, par exemple le paclitaxel, une molécule naturelle initialement isolée 

de l' écorce de l' if de l' Ouest (Taxus brevifolia) , sont des agents ayant pour fonction de 

stabiliser les microtubules et d'empêcher la dépolymérisation de ceux-ci. De ce fait, il y 

aura induction de l' arrêt de la croissance cellulaire lorsque les cellules voudront 

procéder à la mitose, ce qui causera éventuellement la mort cellulaire par apoptose [19]. 

Les composés de platine, par exemple le cisplatine qui est utilisé en clinique 

depuis 1978 et est encore couramment utilisé aujourd'hui pour traiter le cancer ovarien 

(Figure 1.4), et ses dérivés carboplatine et oxaliplatine, sont des agents s' intercalant dans 

l'ADN. Lorsque le cisplatine se retrouvera en milieu aqueux, il acquerra une charge 

positive qui lui permettra de se fixer sur l'ADN, en particulier sur l' azote en position 7 

de la guanine et de former des ponts entre les nucléotides. Cela provoquera un 

encombrement qui entravera le travail d'enzymes cellulaires impliquées notamment dans 

la transcription des gènes ainsi que dans la réplication de l'ADN. La cellule cessera alors 

son cycle cellulaire pour tenter de réparer les dommages et, si ceux -ci sont trop 

importants, la cellule entrera en mort cellulaire par apoptose (voir section 1.3.1) [20-23] . 

Figure 1.4 Représentation schématique du cisplatine (tirée de [20]) 

1.3 Mort cellulaire 

Afin de maintenir un état physiologique, un organIsme pluricellulaire doit 

constamment contrôler la croissance de ses cellules afin d'empêcher une prolifération 

excessive ou pallier à une diminution d'une certaine population cellulaire. De plus, 

l'organisme doit également veiller à ce que ses cellules soient en bon état en 
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fonctionnels afin de fonctionner normalement. Cependant, dans le cas du cancer, cet 

équilibre se retrouve brisé au profit d'une survie et d'une prolifération excessives. 

1.3.1 Apoptose 

La mort cellulaire programmée, ou apoptose, est un mécanisme de suicide 

cellulaire visant à éliminer les cellules trop âgées ou devenues nuisibles pour 

l'organisme. Outre cette fonction de protection, l' apoptose est également impliquée dans 

le développement embryonnaire. Par exemple, lors de la formation des mains et des 

pieds, certaines cellules entreront en apoptose afin de permettre la formation des doigts 

et des orteils . Dans le cas du cancer, la résistance aux stimuli apoptotiques représente un 

problème majeur puisque les traitements disponibles pour traiter cette maladie reposent 

majoritairement sur cette stratégie afin de tuer les cellules cancéreuses. 

Morphologiquement, une cellule en apoptose présente des caractéristiques 

distinctes, et ce, à plusieurs niveaux dans la cellule. Il y aura bourgeonnement de la 

membrane cellulaire ainsi qu'une condensation et une fragmentation nucléaire. La 

formation de corps apoptotique suivra afin de permettre le maintien des composantes 

cellulaires dans une enveloppe qui évitera leur déversement dans le milieu 

extracellulaire, évitant une inflammation ainsi que des dommages aux autres cellules 

avoisinantes. Finalement, les corps apoptotiques seront phagocytés par des cellules 

immunitaires afin d'effacer toute trace de la cellule [3]. Une représentation schématique 

de l' apoptose est présentée à la figure 1.5. 

CeDule JlormaIe 

Corps ft. -'oc __ qoptotiqDH 

Figure 1.5 Représentation schématique de l' apoptose (adaptée de [24]). 
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Les protéines effectrices de l' apoptose sont les caspases, des cystéine-protéases 

qui reconnaissent plusieurs substrats différents qui sont impliqués entre autres dans la 

survie cellulaire, la réparation de l'ADN et le maintien de la structure cellulaire [25]. 

Ces protéines sont strictement régulées et sont présentes sous forme de procapsasses qui 

doivent être clivées pour devenir actives. Un système de régulation similaire est 

également présent dans le cas des facteurs sanguins ou des enzymes digestives [3] . 

Il existe principalement deux mécanismes pour déclencher l'apoptose. D'une part, 

l' apoptose peut être induite par la voie intrinsèque, c' est-à-dire que le stimulus est 

intracellulaire et impliquera la mitochondrie. Cette voie peut notamment être activée en 

réponse à d' importants dommages à l'ADN, à une hypoxie prolongée ou encore à un 

manque de facteurs de croissance nécessaires à la survie cellulaire. Lors de ce processus 

apoptotique, le cytochrome C sera relâché de la mitochondrie et se retrouvera dans le 

cytoplasme, ce qui entraînera le recrutement d'Apaf-1 et de la pro-caspase-9. Au sein de 

ce complexe, la pro-caspase-9 sera clivée en caspase-9 active et pourra cliver d'autres 

caspases pour induire l'apoptose [3, 26, 27]. D'autre part, l' apoptose peut être activée 

par la voie extrinsèque qui implique la liaison d'un ligand à un récepteur de mort 

cellulaire. Par exemple, les cellules avoisinantes enverront un ligand (par exemple, le 

ligand Fas) à une cellule devenue nuisible pour lui indiquer d'entrer en apoptose lorsque 

ledit ligand liera son récepteur (FasR). Le récepteur se retrouvera alors activé en 

entraînera une cascade intracellulaire, par son motif intracellulaire de mort cellulaire, à 

l'activation de la caspase-8. Une fois activée, cette caspase entraînera l'activation des 

caspases effectrices et, par conséquent, à la mort cellulaire par apoptose [3 , 26]. Il existe 

également la mort par apoptose induite par les cellules immunitaires. Dans cette 

situation, par exemple, un lymphocyte T cytotoxique larguera des perforines pour former 

des pores dans la membrane de la cellule cible ainsi que les granzymes, lesquelles seront 
. . 

responsables de cliver divers substrats cellulaires et d' induire directement l'apoptose 

[28]. 
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1.3.2 Nécrose 

Contrairement à l' apoptose, la nécrose est une mort cellulaire accidentelle de la 

cellule lorsque celle-ci est brisée par un impact mécanique ou une infection par un 

microorganisme. Lors de l' éclatement de la cellule, son contenu cytoplasmique sera 

déversé dans le milieu extracellulaire et entraînera une inflammation ainsi que des 

dommages aux cellules avoisinantes [3 , 26]. Il s' agit donc d'une mort non contrôlée 

nuisible pour l'organisme. 

1.3.3 Autophagie 

L'autophagie est un processus cellulaire normal qui, un peu comme le protéasome 

pour les protéines, permet à la cellule de recycler ses protéines et organelles usées ou 

défectueuses. Au cours de ce procédé, les protéines et organelles à recycler seront 

isolées dans une double membrane, laquelle fusionnera ensuite avec des lysosomes afin 

de permettre la dégradation de son contenu. Il s' agit d'un mécanisme normal qui peut 

agir comme contrôle de qualité et qui augmente la résistance au stress, par exemple en 

offrant une sourGe supplémentaire d'énergie et de matériaux de base. Toutefois, si la 

voie autophagique est suractivée, la cellule dégradera une trop grande quantité de 

matériel et, le cas échant, sera dirigée vers une mort cellulaire indépendante de 

l'apoptose [29]. Une représentation de ce processus cellulaire est présentée à la 

figure 1.6. Contrairement à l'apoptose, une cellule qui procède à l' autophagie n'adopte 

pas de changements morphologiques particuliers. 
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Figure 1.6 Représentation schématique de l'autophagie (tiré de [30]). 

1.3.4 Sénescence 
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Malgré que la sénescence ne représente pas véritablement un processus de mort 

cellulaire, elle représente tout de même un équivalent. La sénescence est un processus 

qui garde la cellule en vie, mais qui arrête définitivement la croissance de celle-ci. Ainsi, 

l'organisme peut empêcher la prolifération excessive d'une cellule endommagée ou 

potentiellement nuisible [29]. Il s' agit donc d'un mécanisme protecteur entre autres 

contre le développement tumoral. Ce phénomène est important in vivo, lors de 

l'activation d'un oncogène par exemple. Dans cette situation, la cellule peut entrer en 

sénescence pour empêcher la progression vers le cancer. Ce phénomène a tout d' abord 

été remarqué dans des fibroblastes où l'oncogène Ras était activé, impliquant 

notamment l' accumulation de p53 [31]. La sénescence implique des changements au 

niveau du métabolisme cellulaire dont une expression et une activation de la ~­

galactosidase, ce qui en fait un marqueur pour étudier ce phénomène. Un changement 

morphologique sera également observé au cours duquel les cellules deviennent 

davantage aplaties et granulaires [29]. 
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1.3.5 Catastrophe mitotique 

La catastrophe mitotique est une autre forme de mort cellulaire indépendante de 

l'apoptose qui survient lorsque la mitose est démarrée alors que la cellule n'est pas prête, 

par exemple lorsque la chromatine n'est pas condensée ou que d' importants dommages à 

l'ADN sont présents. Une stabilisation excessive des microtubules, comme avec un 

taxane, peut également entraîner la mort par catastrophe mitotique. Ce phénomène est 

caractérisé par la présence de grosses cellules multinucléées [29]. 

1.3.6 Chimiorésistance 

La chimiorésistance est un problème important pour les patients atteints de cancer, 

et le cancer ovarien ne fait pas exception. En effet, dans plusieurs cas de cancer, les 

patients perdront éventuellement leur combat contre la maladie en raison de la rechute 

de leur cancer qui sera résistant aux traitements de chimiothérapie. Plusieurs facteurs 

peuvent influencer l' efficacité d'un agent chimiothérapeutique; ici, l' exemple du 

cisplatine sera utilisé. Tout d'abord, le cisplatine doit pouvoir pénétrer dans la cellule et 

dans son noyau afin d'avoir accès à l'ADN et induire des dommages. La surexpression 

de pompes à efflux, qui ont pour fonction de sortir le cisplatine de la cellule, empêche ce 

dernier de pouvoir attaquer sa cible [21]. Une fois dans la cellule, le cisplatine peut 

également être neutralisé par des protéines cellulaires contenant des cystéines (et donc 

du soufre) telles que le glutathion, un court peptide [32]. La résistance peut aussi être 

causée par une augmentation de la capacité de réparation des dommages à l'ADN, 

permettant à la cellule de contrer les effets du cisplatine, ou une tolérance des 

polymérases aux dommages à l'ADN qui permet à la cellule de poursuivre ses activités 

au détriment de la fidélité de réplication, ce qui donnera lieu à des erreurs plus 

fréquentes et à l'apparition de mutations. Finalement, un dérèglement des signaux de 

survie et de mort cellulaire peut également favoriser la survie cellulaire et donc la 

résistance à la chimiothérapie [21]. Malgré que la résistance à la mort cellulaire ' par 

apoptose induite par les agents chimiothérapeutiques représente un problème de taille, il 

est important de considérer les autres voies de mortalité cellulaire. Par exemple, parvenir 
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à induire une mort cellulaire par autophagie ou un arrêt définitif de croissance par 

sénescence représente également des avenues qu' il est important de considérer afin de 

freiner le développement tumoral. 

1.4 La transition épithéliale-mésenchymale 

La transition épithéliale-mésenchymale (EMT) est un phénomène normal au cours 

du développement embryonnaire ou encore lors de la guérison de blessures. Lors du 

développement embryonnaire, l'EMT est importante afin de permettre aux cellules de 

migrer et de coloniser un nouvel emplacement afin de former une nouvelle structure ou 

un nouvel organe. Par exemple, ce processus cellulaire est impliqué dans la formation de 

la crête neurale, la gastrulation, la formation du crâne et du coeur ainsi que le 

développement du système musculo-squelettique et du système nerveux périphérique [5, 

33]. Le processus inverse, la transition mésenchymale-épithéliale (MET), existe 

également et permet aux cellules ayant atteint un nouvel emplacement de retrouver leurs 

caractéristiques épithéliales et ainsi de retrouver des fonctions spécialisées [5] . 

Les cellules qui passent par l' EMT perdent leurs caractéristiques différenciées afin 

d'acquérir des propriétés similaires aux ~ellules embryonnaires. Les cellules épithéliales 

sont caractérisées par des jonctions cellulaires spécialisées (adhérentes, serrées, 

desmosomes) qui permettent une organisation tissulaire bien structurée, une polarité 

cellulaire, une adhérence continue à leurs voisines ainsi qu'à la membrane basale et 

expriment des marqueurs épithéliaux tels que la E-cadhérine et les cytokératines. Pàur 

leur part, les cellules mésenchymales ne possèdent pas de structures de jonctions 

intercellulaires spécialisées et établissent leurs contacts par adhésion focale, produisent 

une plus grande quantité de matrice extracellulaire (dont de la fibronectine) , possèdent 

une grande capacité de migration et d' invasion et expriment des marqueurs 

mésenchymaux tels que la N-cadhérine et la vimentine [34, 35]. Une représentation 

schématique de l'EMT et du processus inverse, la MET, est montrée à la figure 1.7. 

L'une des principales caractéristiques de l'EMT est la perte du marqueur épithélial E­

cadhérine [36], le plus souvent par répression génétique plutôt que par mutation [37]. 
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Figure 1.7 Processus de l'EMT et de la MET (tiré de [34]). 
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Certains auteurs divisent l'EMT en trois catégories, L'EMT de type lest 

principalement associée au développement embryonnaire, au développement des 

organes ainsi qu'à l'implantation de l'embryon. Une fois que les cellules auront atteint 

leur destination, elles procèderont à la MET afin de retrouver leurs caractéristiques 

épithéliales. L'EMT de type 2 concerne davantage la réparation de blessures, la 

régénération tissulaire et la fibrose. Elle est notamment induite par l'inflammation et 

cessera lorsque le processus inflammatoire prendra fin. Toutefois, dans le cas de 

fibroses, l'inflammation continue favorisera le maintien de l'EMT. Finalement, l'EMT 

de type 3 implique une transformation cancéreuse et favorise entre autres la formation de 

métastases [35]. 

Malgré qu'il s'agisse d'un phénomène cellulaire bénéfique et bien contrôlé, il 

arrive que l'EMT soit induite dans des conditions anormales. Par exemple, ce 
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phénomène cellulaire peut être impliqué dans le développement de fibroses dans certains 

organes tels que les reins et les poumons [38]. Dans le cas de la fibrose rénale, une 

quantité importante de fibroblastes impliqués dans ce processus proviennent des cellules 

épithéliales, démontrant l' importance de l'EMT dans l' évolution de cette maladie [39]. 

Les cellules impliquées dans ce processus produiront une grande quantité de matrice 

extracellulaire, ce qui mènera éventuellement, si la fibrose devient trop importante, à une 

perte fonctionnelle de l' organe puisque le tissu cicatriciel aura remplacé les cellules 

fonctionnelles de l'organe. 

Une cellule peut s' engager dans l'EMT en réponse à divers stimuli extracellulaires 

dont des facteurs de croissance et des cytokines : HGF, EGF, PDGF, FGF2, TNFa, IGF, 

TGF-~ ainsi que Wnt. De plus, plusieurs voies de signalisation intracellulaire peuvent 

être impliquées dans l' induction de l'EMT. Parmi celles-ci, se retrouvent les voies de la 

MAPK Erk, de la PI3K, la voie Wntl~-caténine ainsi que celle de NF-KB [40]. Dans une 

étude effectuée sur des lignées cellulaires de cancer ovarien, l' implication d'un récepteur 

aux œstrogènes, le récepteur ERa, a été démontrée pour favoriser le développement de 

l'EMT. À l'opposé, le récepteur aux œstrogènes ~ (Er~) exerçait l' effet contraire en 

inhibant l'EMT [41]. 

Afin de permettre la progression de l'EMT, plusieurs protéines doivent intervenir. 

Ces protéines sont majoritairement des facteurs de transcription qui influencent 

directement l'expression génétique, soit en réprimant ou en activant l"expression de 

leurs cibles afin de diminuer l' expression des protéines spécifiques aux cellules 

épithéliales et d'augmenter l' expression des protéines spécifiques aux cellules 

mésenchymales. Ces protéines sont principalement regroupées en trois familles: Snail, 

ZEB et Twist [42]. Une courte présentation de ces facteurs ainsi que de leur régulation et 

de leurs fonctions est présentée à la section 1.4. D'autres facteurs moins connus tels que 

E121E47 peuvent également être impliqués dans l' induction de l'EMT. Habituellement, 

plusieurs de ces facteurs seront exprimés afin de collaborer dans l' induction de l'EMT. 

De plus, ces facteurs sont capables de s' induire les uns les autres dans diverses 

conditions afin de renforcer l' induction de l'EMT (figure 1.8). 
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Figure 1.8 Induction réciproque des facteurs de l'EMT (tiré de [42]). 

Les flèches en pointillés indiquent que des effets contraires ont été observés dans 

différents modèles. 

1.4.1 Importance de l'EMT dans le cancer 

La progression d'une cellule vers un stade cancéreux implique l' acquisition de 

plusieurs caractéristiques qui ont été présentées à la figure 1.1. Ces dernières peuvent 

être acquises de diverses manières, le plus souvent par des modifications dans les voies 

de signalisation impliquées dans ces divers aspects de la vie d'une cellule. Toutefois, il 

est de plus en plus évident que l'EMT joue un rôle plus important que seulement 

l' acquisition du phénotype métastatique et que ce phénomène contibue de manière 

beaucoup plus significative à la progression du cancer. En plus de la résistance à la mort 

par apoptose, l'EMT peut contribuer à la résistance à l'anoïkose, une forme d'apoptose 

qui survient spécifiquement lorsqu'une cellule perd contact avec la matrice 

extracellulaire et qu'elle se retrouve sans point d'attache [43]. Cela pourrait impliquer 

entre autres l' activation de la voie PI3K1Akt [40]. L' implication de quelques facteurs 

clés de l'EMT est résumée dans le tableau 1.1 . 

1.4.2 La chimiothérapie et l'EMT 

En plus des signaux inducteurs de l' EMT classique, plusieurs études démontrent 

que la chimiothérapie pourrait également favoriser le développement de ce processus. 
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Une étude effectuée sur le cancer ovarIen, chez la lignée OVCA 433 , rapporte 

l'induction de l'EMT par le cisplatine, et ce, par la voie de la MAPK Erk. Ce traitement 

a augmenté la migration et l' invasion des cellules en plus de favoriser l' apparition de 

marqueurs de cellules souches, un phénomène de plus en plus associé à l'EMT [36]. 

Dans un autre modèle cellulaire de cancer ovarien, le traitement de cellules A4 avec le 

paclitaxel, une molécule qui favorise la polymérisation des microtubules, a provoqué 

une augmentation des niveaux de Snail et de Slug. Parallèlement, dans ce même modèle, 

la lignée cellulaire résistante AC (dérivée de A4 et résistante au paclitaxel), possède des 

niveaux d'expression basaux supérieurs de Snail et de Slug [44]. Ces résultats ont été 

confirmés dans une autre étude dans laquelle trois lignées cellulaire de cancer ovarien, 

NOS-2, TAOV et SKOV -3 qui ont été rendues résistantes au paclitaxel, présentaient une 

morphologie mésenchymale avec une plus grande capacité d' invasion et de migration 

[45]. 

. Une autre étude effectuée chez la lignée cellulaire de cancer du sem MCF-7 

rapporte une augmentation de l' EMT après un traitement à l'Adriamycine, un agent 

intercalant de l'ADN. Ce changement requiert une augmentation de l' expression de 

Twist! , mais n ' impliquerait pas Snail ou Slug, et survient majoritairement dans la 

population de cellules en phase G l iS du cycle cellulaire. De plus, ces cellules 

présentaient une résistance accrue à d' autres traitements chimiothérapeutiques tels que le 

paclitaxel et la vincristine [46]. Des changements similaires ont été observés chez des 

lignées cellulaires de cancer colorectal, KM12L4 et HT29, exposées de manière 

chronique à l' oxaliplatine et qui y sont devenues résistantes. Ces cellules possèdent des 

caractéristiques morphologiques de l'EMT ainsi qu'une plus grande localisation 

nucléaire de ~-caténine et de Snail ainsi qu'une plus forte expression de Vimentine [47]. 
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Tableau 1.1 
L'EMT et l'acquisition des caractéristiques du cancer (adapté de [42]) 

Caractéristiques du cancer ZEBl ZEB2 Sn ail Slug Twistl Twist2 

Invasion et métastasie + + + + + 

Angiogenèse - + + + + 

Prolifération + + 

Résistance à l' arrêt de 
croissance + + 

Résistance à la mort 
cellulaire + + + + + + 

Immortalité réplicative + +/- + + + + 

+ : activation, - : inhibition 

1.4.3 La famille Sn ail 

Snail et Slug sont les membres les plus connus de la famille des facteurs de 

transcription Snail. Ces protéines font partie des facteurs de transcription à doigt de zinc. 

Ils sont considérés comme des « régulateurs-clés » du phénomène d 'EMT; il s' agit 

d' ailleurs de la principale fonction pour laquelle ils sont connus [48]. Leur fixation à 

l'ADN requiert la séquence consensus CANNTG. En plus de leur implication dans 

l'EMT, Snail et Slug sont de plus en plus reconnus en tant que facteurs contribuant à la 

radiorésistance et à la chimiorésistance [44]. Par exemple, des cellules de cancer ovarien 

résistantes au cisplatine exprimaient des niveaux d' expression de Snail et de Slug 

supérieurs comparativement aux cellules sensibles [49]. 

1.4.3.1 Snail 

La protéine Snail est encodée par le gène SNAIl qui se trouve sur le chromosome 

20q13 , une région fréquemment amplifiée dans les cellules cancéreuses du sein [50]. La 

fonction principale connue de cette protéine est dans la répression génétique qui favorise 

l'induction de l'EMT. La principale cible transcriptionnelle de Snail dans l'EMT est l'E­

cadhérine [51 , 52]. Ce facteur de transcription peut également entraîner la répression de 
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l' expression de la kératine 18 et favoriser l' expression de la Vimentine, une protéine de 

filaments intermédiaires, de la Fibronectine, une glycoprotéine de matrice extracellulaire 

produite par les cellules mésenchymales, ainsi que de la MMP-9 [50, 53]. ZEB1 est une 

autre cible transcriptionnelle activée lors de la liaison de Snail à son promoteur et 

nécessitant également l' implication de la protéine Twist [54]. 

Plusieurs facteurs peuvent réguler l' expression de Snail, une protéine ayant une 

demi-vie courte d' environ 25 minutes [55] . La voie PI3K1Akt peut mener à la 

stabilisation de Snail en réduisant l' activité de GSK-3p, une protéine impliquée dans 

l' exportation nucléaire et la dégradation de Snail par le protéasome [56]. La dégradation 

de Snail peut également survenir après ubiquitination par Mdm2 lorsque p53 n' est pas 

muté [57] . Une activation constitutive de la kinase Akt entraîne également une 

augmentation de l' expression de Snail [58]. L' induction de l' expression de Snail peut 

être favorisée en conditions hypoxiques où l' activation de Notch entraînera l'expression 

génétique de Snail. De plus, Hif-1a entraînera la production de lysyl oxydase qui 

stabilisera la protéine Snail produite [59]. NF-KB peut également entraîner l' expression 

de Snail, soit directement ou en coopération avec le TGF-p [40]. Cette cytokine peut 

aussi induire Snail par la voie Smad3 ou par la voie non canonique de la MAPK Erk 

[60]. Il a récemment été démontré que la voie K-Ras/ATR permet la stabilisation de 

Snail par phosphorylation, une fonction non exercée par les autres membres de la famille 

Ras (N-Ras et H-Ras) [61]. Le micro-ARN miR-34a inhibe l'expression de Snail en liant 

son ARNm [62]. 

Outre ses fonctions dans l'EMT, Snail peut également être impliqué dans la 

résistance à la thérapie. Pour ce faire, ce facteur de transcription peut diminuer 

l'expression de la protéine p53 soit en liant son promoteur ou en entraînant la 

dégradation de la protéine p53. Snail possède une plus grande affinité pour le promoteur 

du gène TP53 que Slug et serait de ce fait davantage impliqué dans sa répression [44]. 

L' interaction directe entre Snail et p53 implique la partie centrale de Snail (acides 

aminés 91 à 112) ainsi que le domaine de liaison à l'ADN de p53 (acides aminés 93 à 

292) [61] . L' implication de Snail auprès de p53 est également remarquée dans un 
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traitement par irradiation chez des cellules RWP-l d'une métastase de cancer 

pancréatique humain. Dans cette situation, l' expression ectopique de Snail permet à ce 

dernier de lier le promoteur du gène PTEN et d' empêcher la liaison de p53 à ce dernier, 

empêchant ainsi sa transcription [63]. 

1.4.3.2 Slug 

La protéine Slug est encodée par le gène SNAI2 retrouvé sur le chromosome 

8q 11.21 [64]. Cette protéine se lie au site consensus CANNTG sur l'ADN afin d' exercer 

son action sur ses cibles [44]. Parmi les protéines réprimées par Slug afin de favoriser 

l'EMT se retrouvent la Claudine-1 , une protéine des jonctions serrées, ainsi que l'E­

cadhérine [65]. Cependant, contrairement à Snail, Slug ne serait pas impliqué dans 

l' initiation de la répression de l'E-cadhérine au cours de l'EMT, mais plutôt dans son 

maintien afin que le phénotype mésenchymal persiste et permette aux cellules de 

maintenir leUr comportement métastatique [66]. Slug peut également induire 

l' expression de gènes favorables à l'EMT dont MMP4 et ZEB1 dans un modèle de 

mélanome [65] ainsi que MMP2 dans un modèle de cancer du sein [67]. 

Tout comme dails le cas de Snail, l' expression de Slug peut être régulée par 

plusieurs facteurs. Le récepteur aux œstrogènes Era peut induire l' expression de Slug; le 

phénomène inverse est observé dans le cas du récepteur ErB [41]. Twist induit 

l'expression de Slug par liaison directe à son promoteur. De plus, l'activité de Slug est 

essentielle à l' induction de l'EMT par Twist tel que démontré en empêchant l'expression 

de Slug, ce qui diminue l' invasion et la motilité des cellules [68]. Une interaction entre 

Mdm2 et Slug (acides aminés 21-66), qui requiert également p53, mène à la dégradation 

de ce dernier par le protéasome [69]. 

En plus de son implication dans l'EMT, Slug peut également favoriser la survie 

cellulaire. Dans le modèle MCF -7 de cancer du sein, une expression de Slug par 

transduction a entraîné une augmentation des niveaux de Mdm2 avec ou sans traitement 

avec l'Adriamycine [70]. Slug est également connue pour son activité de protection 
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contre les dommages causés par les radiations dans les cellules pro génitrices où elle 

active la voie SCF/cKit [44]. Un phénomène similaire a été observé chez des cellules 

pro génitrices hématopoïétiques exposées à des doses fatales de radiation. Dans ces 

cellules, p53 induit l' expression de Slug, lequel pourra alors réprimer la transcription de 

PUMA, une cible de p53 menant à l' apoptose [71]. 

1.4.4 La famille ZEB 

La famille ZEB (zinc finger E-box-binding homeobox) comprend principalement 

deux protéines: ZEB1 , aussi connue sous le nom de TCF8 ou de BEF1, et ZEB2, aussi 

appelée Smad interacting prote in 1 (SIP 1). ZEB 1 et ZEB2 ont la particularité de pouvoir 

coopérer avec les Smads, des facteurs de transcription de la voie canonique du TGF -~ et 

de la voie du BMP, afin d' exercer leurs fonctions [33, 72]. ZEB1 et ZEB2 peuvent agir 

en aval de Snail et de Twist [40] et seraient impliquées dans la répression de E-cadhérine 

induite par Hif-1 a [72]. 

Il existe une boucle d' inhibition réciproque entre la famille des micro-ARNs miR-

200 et les facteurs de transcription ZEB 1 et ZEB2 où ces deux groupes répriment 

réciproquement l'expression de l' autre [40]. 

1.4.4.1 ZEBl 

ZEB 1 est une protéine de 1125 acides aminés présentant quelques variantes 

d'épissage et située sur le chromosome 10p11.2 (NCBI, NC_000010.l0). Cette protéine 

réprime l'expression de ZO-l [73] et de E-cadhérine en liant directement leurs 

promoteurs [74]. L'expression de ZEB1 peut être augmentée par le TGF-~, NF-KB, Hif-

1 a, les oestrogènes ainsi que Snail et Slug, ce dernier induisant ZEB 1 en liant les E-box 

contenues dans son promoteur [65]. L'activation de la MAPK Erk en réponse au 

cisplatine peut également entraîner une augmentation de ZEB 1 [36]. Twist peut 

également induire l' expression de ZEB 1 et son affinité pour son promoteur est 
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augmentée par Snail [54]. En contrepartie, p63 , un homologue de p53, peut réprimer 

l'expression de ZEB1 [75]. 

En plus de son implication dans l'EMT, ZEB1 favorise la prolifération dans le 

cancer du sein, notamment en diminuant l' expression de p21 [76] . Dans le cas de la 

signalisation des oestrogènes, ZEB 1 peut activer la transcription du gène de 

l'ovalbumine. Chez des fibroblastes embryonnaires, l'ablation de ZEB1 provoque la 

sénescence [72]. Dans des lignées cellulaires de cancer pancréatique, une forte 

expression des niveaux de ZEB 1 corrèle avec une plus grande chimiorésistance [77]. 

1.4.4.2 ZEB2 

ZEB2, aussi appelée Sip1 , est une protéine de 1214 acides aminés présentant deux 

variantes d' épissage et codée sur le chromosome 2q22.3 (NCBI, NC_000002.l1). Cette 

protéine, en plus de réprimer l' expression de l'E-cadhérine, réprime l'expression de 

nombreuses protéines impliquées dans la formation des jonctions cellulaires serrées et 

communicantes ainsi que dans les desmosomes chez des cellules épithéliales [78]. De 

plus, ZEB2 peut entraîner une augmentation de l' expression de Vimentine, de N­

cadhérine, de MMP2 et de MT1-MMP et réprimer l'expression de la phosphatase 

alcaline dans le rein, les os et le foie [72]. 

Une surexpression de ZEB2 a été trouvée chez plusieurs cancers dont les cancers 

ovarien, hépatocellulaire, gastrique et du sein et peut être induite par NF-KH [73]. Outre 

ses fonctions dans l'EMT, ZEB2 peut favoriser la survie des cellules cancéreuses et la 

progression tumorale. Dans les cellules de cancer de la vessie, ZEB2 de la mort induite 

par la chimiothérapie [79] et, dans les cellules épithéliales pulmonaires, une forte 

expression de ZEB2 augmente la quantité de TGF-~ requise pour induire l' arrêt de 

croissance [40]. La protéine Smad4 est requise pour l' induction de l'expression de ZEB2 

par le TGF-~ [80]. 
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1.4.5 Les cadhérines 

Dans l'EMT, deux types de cadhérines sont impliquées : l'E-cadhérine et la N­

cadhérine. Lors de l'EMT, il est fréquent d'assister à un changement dans les 

cadhérines: la E-cadhérine (épithéliale) sera remplacée par la N -cadhérine 

(mésenchymale) [81]. L'E-cadhérine est une protéine de 822 acides aminés (UniProt, 

P12830) codée sur le chromosome 16q22.1 (NCBI, NC_000016.9) impliquée dans les 

jonctions intercellulaires adhérentes ainsi que les desmosomes et lie les micro filaments 

d'actine grâce à l' a-caténine et la ~-caténine et est donc un marqueur de cellules 

épithéliales [5]. La perte d'expression de l'E-cadhérine, une protéine reconnue comme 

étant un suppresseur de tumeur, est une étape clé de l'EMT [41 , 82]. En effet, la 

répression de l' expression de l'E-cadhérine mène à une perte de la polarité épithéliale 

[53]. De plus, la perte de l'E-cadhérine entraîne la libération de la ~-caténine qui pourra 

alors transloquer au noyau [83]. L'E-cadhérine est rarement mutée dans le cancer 

ovarien et la diminution de son expression est plutôt causée par la répression génétique 

exercée par plusieurs des facteurs . de transcription impliqués dans l'EMT [84]. Ces 

derniers, lient le promoteur de l' E-cadhérine, ce qui entraîne le recrutement des 

méthylases d'histones et l' inactivation de la transcription du gène de l'E-cadhérine. 

Lorsque l' expression de E-cadhérine est forcée dans les cellules, celles-ci retrouvent leur 

phénotype épithélial et leur prolifération diminue [35]. 

Pour sa part, la N-cadhérine est une protéine de 906 acides aminés (UniProt, 

P19022) codée sur le chromosome 18ql1.2 [85]. Cette protéine est reconnue comme 

étant un marqueur des cellules mésenchymales. Elle participe aux contacts 

intercellulaires ponctuels caractéristiques des cellules mésenchymales. La surexpression 

de cette protéine, même dans un modèle où la E-cadhérine est exprimée, augmente la 

migration et l' invasion des cellules [86, 87]. 
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1.4.6 La p-caténine 

La p-caténine est une protéine de 781 acides aminés encodée sur le chromosome 

3p21 (SwissProt P35222.l , NCBI NC_000003.11). La p-caténine est une protéine 

impliquée dans les contacts intercellulaires qui lient la E-cadhérine au cytosquelette 

d' actine [88]. Ses niveaux d'expression sont habituellement bas lorsqu'elle n'est pas 

associée aux complexes d' interactions intercellulaires puisqu'elle est alors rapidement 

ubiquitinée et dégradée par le protéasome, un phénomène impliquant GSK3p. Toutefois, 

cette boucle est brisée lorsque le ligand Wingless type (Wnt) se lie à son récepteur et 

entraînera l' inhibition de la GSK3p et par conséquent l'accumulation de p-caténine [89]. 

Cette dernière pourra alors se rendre au noyau, lier les facteurs de transcription Lef/Tcf 

[90] et agir comme facteur de transcription pouvant entre autres induire l' EMT et 

favoriser la prolifération cellulaire [91-93] . L' expression des ligands Wntl, Wnt3 ainsi 

que celle de la p-caténine est diminuée par le microARN miR-34 [42]. Lors de 

l'apoptose, les caspases clivent la p-caténine, entraînant ainsi la perte de contacts entre la 

cellule et les cellules voisines ainsi que la déstabilisation de la membrane plasmique [94, 

95]. Une étude effectuée sur une lignée cellulaire de mélanome a démontré qu'une 

suppression de l' expression de p-caténine augmente la capacité métastatique malgré une 

diminution de la prolifération [96] . 

1.4.7 La Vimentine 

La Vimentine est une protéine de 466 acides aminés codée sur le chromosome 

10p13 (NCBI, NP _003371 et NC_0000I0.I0). Il s'agit d'un membre de la famille des 

protéines de filaments intermédiaires de type III qui est caractéristique des cellules 

mésenchymales et un marqueur de l'EMT. La Vimentine est également exprimée dans 

une grande variété de cellules non épithéliales dont les cellules musculaires, les cellules 

de Sertoli et les globules blancs entre autres. Une forte expression de cette protéine dans 

le cancer colorectal serait associée à une croissance cellulaire rapide et à une plus grande 

capacité de migration [97]. L' expression de la Vimentine peut être augmentée par 

différents facteurs de transcription impliqués dans l'EMT dont Snail et ZEB 1 [42, 52] 
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ainsi que par différents inducteurs de cette transition dont le TGF-~, l'EGF, le cisplatine 

et la ~-caténine [36,98-100]. La Vimentine possède également des rôles en signalisation 

cellulaire. Entre autres, la Vimentine peut empêcher la déphosphorylation de Erk en 

interagissant physiquement avec cette kinase et ainsi prolonger son activité ou permettre 

son transport dans la cellule [101]. Des fibroblastes sans expression de Vimentine sont 

fonctionnellement normaux, mais possèdent une moins grande stabilité structurale et une 

moins grande capacité de migration [102]. De plus, des souris sans Vimentine 

présentaient des complications rénales et vasculaires en conditions de stress [97]. 

1.4.8 Erk 

Les protéines Erk1 et Erk2 sont encodées sur les chromosomes 16p11.2 et 

22q11.21 (NCBr NC_000016.9, NC_000022.10) respectivement et ont 379 et 360 acides 

aminés respectivement (UniProt P27361 , P28482). Erk1 et Erk2 font partie de la famille 

des MAPK et sont principalement activées dans une cascade signalétique classique des 

MAPK : Ras ---+ Raf ---+ MEK1I2 ---+ Erk1l2. [103]. MEK1 /2 seraient les seules kinases 

capables de phosphoryler Erk1l2 [104] . Dans cette cascade signalétique. Erk 

phosphoryle MEK1/2 sur la tyrosine 292, ce qui diminue l' activité de MEK1I2 et sert de 

boucle de contrôle pour l' activation de cette voie de signalisation [105]. Le signal initial 

activant cette signalisation sera fréquemment un facteur de croissance qui liera son 

récepteur. Parmi les autres protéines pouvant intervenir pour mener à l'activation de 

cette cascade signalétique, on retrouve PKC [106] et ATM. ATM mène à l' activation de 

Erk en cas de dommages à l'ADN [107]. Exprimer PTEN dans des cellules de cancer de 

la prostate qui n'en exprimaient pas diminue l'activation d'Akt, mais également celle de 

Erk [108]. Erk1/2 ont pour cibles principales les protéines contenant la séquence 

consensus Pro/XxxlSer/ThrlPro où la sérine est l'acide aminé qui sera phosphorylé 

[109]. 

L' implication de la protéine Erk dans l' apoptose est controversée. Dans certains 

modèles cellulaires, l'activation de Erk mène à la mort cellulaire en conditions de 
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dommages à l'ADN tandis que, dans d' autres modèles, cette protéine entraîne plutôt un 

arrêt du cycle cellulaire et inhibe l' apoptose [110]. 

1.4.8.1 Erk et l' EMT 

La kinase Erk est impliquée dans l'EMT induite par le TGF-~ [111] et également 

par d' autres molécules comme le cisplatine dans le cancer ovarien [36]. Dans une étude 

réalisée sur des coupes histologiques de cancers endométriaux, une plus forte présence 

de Erk phosphorylée était observée au front invasif de la tumeur, ce qui suggère 

l' implication de cette protéine dans l' invasion myométriale [112]. En conditions 

hypoxiques, Erkll2 stabilise Hif-1a et augmente son activité transcriptionnelle [113]. De 

plus, dans l' activation de différents récepteurs tyrosine-kinases, Erk phosphoryle le 

corécepteur LRP6 et favorise ainsi l' activation de la voie Wntl~-caténine [114]. 

L'activation de Erk peut entraîner une augmentation des niveaux de plusieurs marqueurs 

de l'EMT dont ZEB1 et ZEB2 [42] ainsi que Snail [82]. 

1.4.9 p53 

L'homéostasie cellulaire dépend de nombreux facteurs. Parmi ces derniers, p53, 

un facteur de transcription, occupe une place primordiale de par son influence sur un 

vaste éventail de processus cellulaires. Cette protéine est reconnue pour son importance 

dans le cancer en raison de ses rôles importants dont le contrôle du cycle cellulaire, 

l'induction de l' apoptose ou de la sénescence ainsi que son implication dans la réponse 

aux dommages à l'ADN [115]. La protéine p53 contient plusieurs domaines 

fonctionnels: le domaine de transactivation (acides aminés 1-93, incluant un domaine 

riche en prolines), de liaison à l'ADN (acides aminés 94-292), de localisation nucléaire 

(importation nucléaire: acides aminés 305-322 et exportation nucléaire: acides aminés 

11-27 et 340-351), et de tétramérisation (acides aminés 325-356) principalement [116, 

117]. 
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En conditions physiologiques les niveaux cellulaires de p53 sont maintenus bas 

principalement par l' action de Mdm2, une protéine E3 -ubiquitine ligase responsable 

d'entraîner la dégradation de p53 par le protéasome [118]. Toutefois, lors de l' activation 

des caspases-2 et -3 , Mdm2 peut être clivée. Le fragment ainsi généré conserve sa 

capacité à lier p53 , mais perd sa fonction d'ubiquitine-ligase. De ce fait, p53 se retrouve 

stabilisé lorsqu' il lie le fragment de Mdm2 [119, 120]. De plus, lors de dommages à 

l'ADN, p53 sera stabilisé afin de répondre au stress imposé à la cellule [121 , 122]. 

Dans les cellules cancéreuses, il est fréquent que des mutations surviennent dans 

cette protéine [123]. Les cellules cancéreuses sont alors libérées des contraintes que 

représente p53 pour lui et de peuvent se diviser malgré des dommages à L'ADN. Le 

cancer ovarien ne fait pas exception à ce chapitre avec un taux de mutations de la 

protéine p53 , incluant celles donnant un phénotype sans p53 , atteignant plus de 60 % 

[124, 125]. Les mutations surviennent le plus fréquemment dans le domaine de liaison à 

l'ADN [123]. Une représentation schématique des mutations répertoriées dans cette 

protéine est présentée à la figure 1.9. Ces mutations entravent la capacité de p53 à se lier 

à l'ADN pour influencer la transcription de ses cibles génétiques, ce qui entrave ses 

fonctions de suppresseur de tumeur, et mène parfois à un gain de fonction qui favorisera 

le développement du cancer. L'effet d' un mutant de p53 peut également s' exercer, s' il 

coexiste un allèle sauvage et un allèle muté, lors de la formation du tétramère de 

protéines p53 où le mutant jouera un rôle de dominant négatif sur p53 sauvage [126, 

127]. La suppression de p53 peut également diminuer la chimiorésistance chez le cancer 

ovarien. Un plus haut taux de mort cellulaire a été démontré chez des cellules A2780 

surexprimant Mdm2 en diminuant la capacité de réparation de l'ADN chez ces cellules 

[128]. 
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Figure 1.9 Répartition des mutations dans la protéine p53 (tiré de [116]). 
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TAD: transactivation, PRR: région riche en prolines, p53C : liaison à l'ADN, 

TET: tétramerisation, CT : C-terminal 

1.4.9.1 p53 et l'EMT 

Le facteur de transcription p53 est reconnu pour son action à l' encontre de l'EMT. 

Par exemple, p53 peut induire le micro-ARN miR-200c par liaison directe à son 

promoteur afin de réduire l' expression de ZEB1 [129]. p53 peut également réduire les 

niveaux de ~-caténine en entraînant la dégradation de celle-ci par le protéasome. Ce 

processus requiert l'activité de la protéine GSK3~. Conséquemment, une protéine p53 

mutée fonctionnellement est incapable d'accomplir cette fonction [130] . p53 peut aussi 

induire l'expression du rnicro-ARN miR-34a afm de réprimer l' expression du facteur de 

transcription Snail. De plus, deux études démontrent que p53 peut entraîner la 

dégradation de Snail dans un modèle d'hépatocarcinome [57] et de Slug dans un modèle 

de cancer du poumon [131]. Dans les deux cas, la dégradation requiert la formation d'un 

complexe comprenant p53 , Mdm2 et Snail ou Slug, entraînant l' ubiquitination de ces 

protéines et leur dégradation par le protéasome. Une étude menée sur des échantillons 

tumoraux de patients a révélé que le cancer avait progressé et formé des métastases 

distantes chez les patients ayant perdu l' expression de p53, alors qu' il n'y avait pas de 

métastases chez les patients ayant une mutation dans cette protéine [125]. 
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1.4.10 Le facteur de croissance transformant P 

La superfamille du facteur de croissance transformant p (TGF -P) comprend 

plusieurs cytokines et facteurs de croissance peptidiques dont le TGF -p (qui a trois 

isoformes : TGF-p1 , TGF-p2 et TGF-P3), les bone morphogenetic proteins (BMPs) ainsi 

que les ligands Activin et Nodal [132]. Le TGF-p est impliqué notamment dans le 

développement, la différentiation cellulaire, le contrôle de la prolifération cellulaire et 

influence la survie de la cellule. La signalisation canonique du TGF -p implique les deux 

récepteurs du TGF -p, les récepteurs 1 et II, ainsi que les protéines Smad2 et Smad3 . 

Lorsque le TGF-p atteint la surface de la cellule cible, il lie un dimère de récepteurs II, 

ce qui entraîne le recrutement deux récepteurs 1 et l'activation de ces récepteurs. 

L'activation des récepteurs entraîne la phosphorylation des R-Smads, Smad2 et Smad3, 

qui pourront se lier à la co-Smad, Smad4, pour transloquer au noyau et induire la 

transcription de gènes [133]. Il existe également d'autres voies qui peuvent être 

impliquées dans la signalisation de cette cytokine, dont les voies des MAPK (Erk, p38 et 

JNK), la voie PI3K1 Akt (pour laquelle une association entre la sous-unité p85 de la PI3K 

et les récepteurs 1 et II a été démontrée [134]) ainsi que des GTPases Rho-like dont 

RhoA et Cdc42 [135]. Ce dernier groupe de protéines est principalement impliqué dans 

l'induction de l'EMT par le TGF-p. 

Le TGF-p est une cytokine qui favorise l'homéostasie en conditions normales, 

mais dont la fonction est fréquemment détournée chez les cellules cancéreuses. En effet, 

parmi les mutations accumulées au cours de son développement, un cancer parviendra 

fréquemment à résister aux effets protecteurs du TGF -p et utilisera plutôt cette cytokine 

à son avantage pour favoriser l'acquisition d'une ou de plusieurs des caractéristiques du 

cancer [136, 137]. En effet, l' exposition au TGF-p, autocrine ou par ajout au milieu de 

culture, des lignées cellulaires HeLa et KLE entraîne l' induction de l'expression de 

XIAP, un facteur de survie cellulaire. De plus, l' induction de l'expression de XIAP a 

mené à la dégradation de PTEN, un suppresseur de tumeur, par le protéasome suite à son 

son ubiquitination médiée par XIAP [138]. Le TGF-p peut aussi augmenter l'invasion de 
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cellules de carcinome endométrial in vitro, par les voies d'Akt-XIAP et de la PKC­

MMP9 [139]. 

1.4.10.1 Interactions entre le TGF-p et p53 

Le TGF-~ et p53 peuvent coopérer dans l'induction de l'expression de certains 

gènes. Par exemple, une association physique entre la Smad 2 et la protéine p53 peut 

moduler l'expression de certains gènes. Ceci s'applique notamment lors du 

développement embryonnaire, mais aussi dans le cas de la réponse cytostatique induite 

par le TGF-~, laquelle n'est pas induite dans les cellules ayant une déficience en p53 

[140]. 

En contrepartie, il a été démontré que le TGF -~ 1 induit l'activation de la 

transcription de Mdm2 par la voie des Smads [141]. Lors de l' induction de l'EMT, le 

TGF-~ entraîne une diminution des niveaux de p53 , un changement renversé lorsque le 

traitement se termine [129]. Une telle diminution de l'expression de p53 pourrait 

contribuer à l'élimination de ce suppresseur de tumeur dans une cellule cancéreuse. 

1.5 Le Resvératrol 

Le Resvératrol, ou 3,4' ,5-trihydroxy-trans-stilbène, est un composé naturel produit 

par plusieurs plantes, incluant notamment le raisin et est présent notamment dans le vin. 

Il s'agit d'une phytoalexine, c' est-à-dire un composé produit par les plantes possédant 

un potentiel anti-infectieux contre les infections fongiques [142]. Une représentation de 

la molécule de Resvératrol est montrée à la figure 1.10. Le Resvératrol existe aussi sous 

l'isoforme cis, mais ce dernier ne possède presque pas d'activité en comparaison avec 

l' isoforme trans qui est l' isoforme dominant. Cette molécule est également un 

phytoestrogène, c' est-à-dire une molécule qui possède une similarité avec l'oestradiol et 

qui peut agir en tant qu'agoniste des récepteurs aux oestrogènes [143]. Dans certains cas, 

il peut également agir en tant qu' antagoniste de ces mêmes récepteurs [144]. 
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Figure 1.10 Structure chimique du Resvératrol. 

L' intérêt pour le Resvératrol est apparu au début de la décennie 1990, 

principalement en France où, malgré une consommation d'aliments riches en gras, un 

faible taux de maladies coronariennes était observé. Pour expliquer ce paradoxe, des 

chercheurs ont avancé que la consommation modérée de vin, couramment répandue en 

France, expliquerait cette constatation [145]. L' effet bénéfique du vin a peu après été 

attribué au Resvératrol, présent dans le vin rouge [146]. Plusieurs études ont alors été 

effectuées sur le Resvératrol qui, depuis, est reconnu comme une molécule possédant 

une multitude d'effets bénéfiques. En effet, cette molécule est antioxydante, anti­

inflammatoire, inhibe l'agrégation des plaquettes et agit également contre le cancer 

[147]. 

1.5.1 Mécanismes d'action 

Les effets anti-inflammatoires du Resvératrol impliquent entre autres l' inhibition 

de l'expression et de l'activité de la cyc1ooxygénase-2 (COX-2), une enzyme 

responsable de la production de prostaglandines, des molécules impliquées dans 

l'inflammation et pouvant aussi favoriser le développement tumoral [147]. Les 

propriétés antioxydantes du Resvératrol pourraient expliquer ses effets protecteurs sur le 

système cardiovasculaire où cette molécule peut séquestrer des espèces réactives de 

l'oxygène et augmenter l'expression d'enzymes liées à la détoxification des molécules 

oxydantes [148]. L' effet du Resvératrol sur la capacité d' agrégation des plaquettes 

explique aussi son rôle cardioprotecteur en empêchant la formation de thromboses [149]. 

Parallèlement, au niveau du foie, le Resvératrol favorise l' expression d'enzymes 

détoxifiantes telles que la glutathione S-transferase et la NAD(P)H:quinine 
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oxydoréductase en plus d'inhiber des enzymes hépatiques telles que le cytochrome P450 

(lAI et 3A/2), qui ont la capacité d'activer les carcinogènes [147]. Ces mécanismes 

permettent de diminuer l'exposition des cellules à des molécules dommageables en 

inactivant ces dernières et en favorisant leur élimination. 

Le Resvératrol peut inhiber la progression du cycle cellulaire. En effet, il peut 

notamment directement inhiber la transcription de l'ADN en inhibant la ribonucléotide 

réductase, responsable de convertir les ribonucléotides en désoxyribonucléotides, et 

l'ADN polymérase [150]. Cette phytoalexine induit également la sénescence dans un 

modèle cellulaire de carcinome du colon possédant p53 sauvage [151]. De manière 

similaire, dans les cellules de cancer hépatique HepG2, possédant p53 sauvage, le 

Resvératrol a provoqué un arrêt de croissance en phase G 1 du cycle cellulaire impliquant 

une augmentation des niveaux de la protéine p21. Cet effet n' a cependant pas été 

observé dans la lignée Hep 3B, négative pour p53 [152]. Lors d'une étude réalisée avec 

trois lignées cellulaires de cancer gastrique, le Re svératro 1 a provoqué un arrêt de 

croissance en phase G 1 du cycle cellulaire. Pour ce faire, le Resvératrol a induit une 

augmentation de l' expression de p21 et de p16. Cette action du Resvératrol est 

dépendante de l' expression de la protéine Sirt-l [153]. Par ailleurs, le Resvératrol peut 

induire une augmentation de la transcription et de l' activité de Sirt-l , diminuant la 

progression tumorale, la prolifération des cellules cancéreuses et augmentant la mortalité 

de ces cellules [154]. 

Il a été démontré que le Resvératrol induit la mort cellulaire par apoptose chez des 

lignées cellulaires de cancer endométrial et diminue la prolifération de ces cellules. Cet 

effet implique notamment une diminution de l'activité d'Akt, une kinase favorisant la 

survie cellulaire [155]. En contrepartie, lorsque le Resvératrol est administré in vivo à 

des rates immatures pour évaluer son effet sur l'utérus à une dose de 5mg/kg, cette 

molécule exerce un effet pro survie qui pourrait être attribué à son rôle d'agoniste des 

récepteurs à l'oestrogène. Le poids de l' utérus et la présence de glandes ont augmenté, 

démontrant que le Resvératrol favorise le développement de cet organe [156] . Dans un 

modèle de cancer ovarien, le Resvératrol peut également diminuer l' activité des voies 
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Akt et Erk, ce qui peut diminuer la capacité de survie des cellules [157]. Dans le modèle 

de cancer hépatique HepG2, un traitement avec le Resvératrol provoque une 

augmentation de la mort cellulaire dépendante de p53 et impliquant une augmentation de 

l'expression de Bax [152]. Dans une étude effectuée dans plusieurs modèles cancéreux, 

un traitement avec le Resvératrol a provoqué une augmentation l' apoptose. Pour ce faire, 

le Resvératrol a induit la translocation de Bax, dépendante de XIAP, à la membrane 

mitochondriale, permettant la perméabilisation de celle-ci ainsi que la relâche du 

cytochrome C [158]. 

Au niveau du cancer ovarien, il a été démontré que le Resvératrol induit la mort 

cellulaire par autophagie [159]. Cet effet peut être attribué à une diminution du 

métabolisme du glucose et de sa captation par la cellule, ce qui prive la cellule 

cancéreuse d'une importante source d'énergie et la place dans une condition de stress. 

Cet effet n'a pas été observé chez une lignée de fibroblastes humains sains utilisée 

comme modèle de cellules saines, requérant un moins grand apport énergétique et 

pouvant plus facilement subvenir à leurs besoins lors d'une diminution de l' entrée du 

glucose [160]. Lorsque des lignées cellulaires de cancer ovarien sont traitées avec le 

cisplatine et le Resvératrol, ces dernières ne sont pas en mesure de recommencer à 

croître une fois le traitement arrêté. Ces résultats démontrent une coopération entre ces 

deux agents qui augmentent l'efficacité de la thérapie [161]. Dans un modèle de 

neuroblastome, le Resvératrol affecte l'activation de Erk de manière dose-dépendante en 

l' activant, à de faibles doses de 1 à 10JlM, et en l'inhibant à de fortes doses de 50 à 

100JlM [162]. 

1.5.2 Le Resvératrol et l'EMT 

Comme décrit plus haut, le Resvératrol peut être impliqué dans de nombreux 

processus cellulaires. Récemment, un rôle dans l' inhibition de l'EMT lui a été attribué. 

En effet, dans le modèle cellulaire MCF -7 de cancer du sein, le Resvératrol a contré 

l' induction de l'EMT par l'EGF, un facteur de croissance reconnu pour induire l'EMT 

chez les modèles cellulaires de cancer du sein. Le cotraitement des cellules avec l'EGF 
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et le Resvératrol a bloqué l'activation de la MAPK Erk induite par l'EGF, et ainsi 

l'induction de l'EMT [99]. Dans les cellules cancéreuses hépatiques HepG2 traitées avec 

le facteur de croissance HGF, le Resvératrol a inhibié la capacité d' invasion des cellules 

par un mécanisme indépendant de Erk ou de l' inhibition de l' activité du récepteur du 

HGF [163] . Le Resvératrol peut également inhiber l' induction de l'EMT par le TGF-~ 

dans le modèle de cancer du poumon A549, notamment en augmentant l' expression de 

l'E-cadhérine et en diminuant l' expression des marqueurs mésenchymaux normalement 

induits par le TGF-~ [98]. De plus, dans une étude chez des lignées cellulaires de cancer 

ovarien, le Resvératrol a diminué l' expression du facteur hypoxique Hif-l a ainsi que du 

facteur de croissance VEGF, deux molécules pouvant être impliquées dans l'EMT et la 

progression tumorale [164]. Le traitement de cellules cancéreuses du sein, du colon et de 

myélome avec le Resvératrol a provoqué une diminution de l' expression et de l' activité 

de la MMP-2 et de la MMP-9 [147] . 

1.5.3 Inconvénients du Resvératrol 

Malgré la multitude d'effets bénéfiques attribuables au Resvératrol, cette molécule 

présente un problème de taille pour le traitement de patients: sa biodisponibilité. Une 

étude a démontré que l'administration de Resvératrol à des patients sains, autant par voie 

orale que par voie intraveineuse, résultait en une très faible quantité de Resvératrol non 

modifié dans la circulation sanguine de ceux-ci [165]. Ceci peut s' expliquer par le 

métabolisme très rapide du Resvératrol par le foie, qui -augmente de ce fait la capacité 

d' excrétion du Resvératrol dans l'urine et dans les fèces. Les voies métaboliques 

impliquées comprennent principalement la conjugaison au sulfate ou à l' acide 

gluCOl:onique. Ces métabolites perdent beaucoup d'efficacité pour agir contre les cellules 

cancéreuses, ce qui diminue l'efficacité du Resvératrol et limite ainsi son utilisation in 

vivo [166, 167]. Il est toutefois avancé par certains auteurs que les sulfatases et 

glucoronidases présentes dans différents tissus de l'organisme pourraient convertir une 

partie de ces métabolites en Resvératrol et donc restaurer son activité antitumorale, mais 

cette hypothèse est encore débattue [159, 166] . 
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1.6 Objectifs de l'étude 

En raison de l'importance du phénomène de métastasie dans la progression du 

cancer, nous avons voulu déterminer l'impact d'un traitement de chimiothérapie avec le 

cisplatine sur la transition épithéliale-mésenchymale dans deux lignées cellulaires de 

cancer ovarien. Ces cellules, A2780 et A2780CP, sont sensibles et résistantes au 

cisplatine respectivement et offrent un modèle intéressant afin d' étudier l' importance de 

la chimiorésistance dans l' induction potentielle de l'EMT par la chimiothérapie; les 

cellules résistantes au cisplatine devraient profiter du traitement pour progresser dans 

l'EMT contrairement aux cellules sensibles. En second lieu, nous nous sommes 

intéressés au Resvératrol, une molécule aux multiples effets bénéfiques pour la santé, 

qui est également reconnue pour ses propriétés anticancéreuses, et dont l' influence sur le 

processus d'EMT est encore relativement méconnu. Lors de traitements avec le 

cisplatine et le Resvératrol, nous avons étudié l' induction de la mortalité cellulaire par 

ces agents, l' induction de l'EMT par le cisplatine et son inhibition par le Resvératrol, 

dans notre modèle cellulaire (marqueurs de l'EMT, morphologie et migration). Nous 

avons également utilisé les cellules OVCAR-3 et SKOV -3 afin de consolider notre étude 

concernant l' impact du cisplatine et du Resvératrol sur le potentiel migratoire des 

cellules. Finalement, l' induction de la sénescence par le cisplatine et le Resvératrol a été 

considérée dans les cellules A2780 et A2780CP en tant que mécanisme alternatif 

d' inhibition de l'EMT induite par le cisplatine dans les cellules cotraitées avec le 

Re svératro 1. 

Parallèlement, une courte étude de l' induction de l'EMT dans des lignées 

cellulaires de cancer ovarien présentant différentes mutations pour la protéine p53 a été 

effectuée chez A2780 (p53 sauvage), A2780CP (p53 : un allèle muté, un allèle sauvage), 

OVCAR-3 (p53 muté) et SKOV -3 (sans p53 fonctionnel). Finalement, la mort cellulaire 

a été brièvement étudiée dans ce même modèle cellulaire lors d'un traitement conjoint 

avec le cisplatine et la cytokine TGF-~l. 



CHAPITRE II 

RESVERATROL INHIBITS CISPLATIN-INDUCED EPITHELIAL-TO­
MESENCHYMAL TRANSITION IN OV ARIAN CANCER CELL LINES 

Le contenu de ce chapitre a été publié en anglais dans la revue PLOS ONE en date 

du 22 janvier 2014. 

2.1 Contribution des auteurs 

Sébastien Baribeau a participé à la conception du projet de même qu'à sa 

planification. Il a réalisé les expériences présentées dans l' article, analysé les résultats et 

rédigé le manuscrit. 

Parvesh Chaudhry a supervisé le projet de recherche et participé à sa conception 

de même qu'à l' analyse des résultats et a contribué à la réalisation des expériences. 

Sophie Parent a réalisé les expériences présentées dans l' article. 

Éric Asselin a supervisé le projet et participé à sa conception et à l'analyse des 

résultats. Il a participé à la rédaction du manuscrit et apporté les modifications finales . 

2.2 Résumé de l'article 

De nombreux patients atteints de cancer verront leur maladie récidiver et former 

des métastases. La transition épithéliale-mésenchymale (EMT) est un processus 

important dans la progression du cancer. En raison du lien cisplatine-EMT récemment 

démontré, nous avons voulu trouver un agent en mesure de contrer l' induction de cette 

transition lorsque les cellules sont traitées avec le cisplatine. La mort cellulaire a été 
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évaluée par double marquage Annexin-V!PI et lecture au cytomètre en flux chez les 

cellules A2780 et A2780CP. Les cellules ont été traitées avec du cisplatine, 101lM, et 

différentes concentrations de Resvératrol pour évaluer l'effet sur l'EMT induite par le 

cisplatine, par Western Blot et RT-PCR. Une étude de morphologie et de migration 

cellulaire a été effectuée sur une durée de 72h chez ces deux lignées cellulaires. Nos 

résultats indiquent que le cisplatine induit . un changement morphologique chez les 

cellules cancéreuses ovariennes A2780 et également chez A2780CP, résistantes au 

cisplatine, avec une efficacité moindre. Le Resvératrol a causé une mortalité cellulaire 

chez les deux lignées par un processus indépendant de l'apoptose. Le Resvératrol a aussi 

inhibé l' induction de Snail par le cisplatine, a empêché le changement morphologie et 

diminué la capacité de migration cellulaire. De plus, le Resvératrol a induit un arrêt de 

croissance par sénescence chez les deux lignées cellulaires. Ces résultats indiquent que 

le Resvératrol est un composé intéressant pour contrer l'EMT induite par le cisplatine 

dans les cellules de cancer ovarien. En augmentant la mortalité cellulaire, le Resvératrol 

possède un intérêt certain comme traitement adjuvant à la chimiothérapie. L'utilisation 

d'inhibiteurs de la voie de la MAPK Erk pourrait également s'avérer bénéfique pour 

réduire la métastasie chez le cancer ovarien. 

2.3 Article scientifique 

Resveratrol inhibits cisplatin-induced epithelial-to-mesenchymal transition in 

ovarian cancer celllines 

Abstract 

Background: Many patients diagnosed with ovarian cancer experience recurrence and 

metastasis, two aspects that will often cause their demise. Epithelial-to-mesenchymal 

transition (EMT) is a key process involved in cancer progression. With increasing 

evidence linking Cisplatin and EMT, we wanted to identify a compound able to counter 

EMT progression when cancer cells are treated with Cisplatin. 
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MethodologylPrincipal Findings: Cell death was evaluated by cytometry with Annexin 

V IPI staining in A2780 and A2780CP cells. Ovarian cancer ceIllines were treated with 

Cisplatin (24h, 10jlM) and different concentrations of Resveratrol to evaluate its effect 

on Cisplatin-induced EMT using Western Blot and RT-PCR analysis. Morphological 

studies and wound healing as say to evaluate cell motility were performed using 72h 

Cisplatin treatment with A2780 and A2780CP cells. Densitometry was do ne on Western 

Blot and PCR results, and statistical significance was determined using One-Way 

ANOV A followed by Tukey post-hoc test. Our results show that Cisplatin induced 

EMT -associated morphological changes in the A2780 ovarian cancer cell line and to a 

lesser extent in its Cisplatin-resistant counterpart A2780CP. Resveratrol caused cell 

death in A2780 and A2780CP cell lines in an apoptotic-independent manner. 

Resveratrol inhibited Cisplatin-induced Snail expression by reducing the Erk pathway 

activation, reverted morphological changes induced by Cisplatin and decreased cell 

migration. 

Conclusions: These results indicate that Resveratrol has interesting potential to prevent 

Cisplatin-induced EMT in ovarian cancer cells. By increasing cell death, it also 

represents an inviting approach as adjuvant therapy to be used with chemotherapy. 

Using Erk pathway inhibitors could also prove helpful in ovarian cancer treatment to 

reduce the risk of metastasis. 

Introduction 

Ovarian cancer is the seventh most common cancer and the third most common 

amongst gynaecological cancers in canadian women. Ovarian cancer is also the 

gynaecological cancer with the highest mortality rate and a 5-year survival rate 

estimated to only 15-25% [1]. This can be explained by the fact that patients affected by 

ovarian cancer often already have a high-stage disease at the moment of diagnosis [2,3]. 

The usual treatment for ovarian cancer consists of surgical cytoreduction followed by 

platinum-based chemotherapy [4]. Despite initial response to the treatment, many 



40 

patients will relapse and eventually be affected by metastases and ultimately me et their 

demise. 

Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a physiological process that 

occurs during embryonic development and occasionally in adults, for example during 

wound healing [5] . EMT is a phenomenon during which cells will undergo a transition 

from an epithelial phenotype to a more motile and invasive mesenchymal phenotype, 

rendering them able to invade tissues and form metastases. The main hallmark of EMT 

is the loss of E-cadherin, a junction prote in typically expressed in epithelial cells. In 

most cases, E-cadherin loss is mediated by transcriptional repressors, and mutations of 

the gene or the protein are not common events [6]. The most commonly involved 

repressors include Snail, Slug, and ZEB 1 that directly bind to the E-cadherin promoter to 

repress its transcription [7,8]. Many factors are known to induce EMT, including 

cytokines such as TGF-~ [9] or the MAPK-Erk pathway [10] . A recent study on ovarian 

cancer reported Cisplatin as an inducer ofEMT [11]. 

Snail and Slug are transcription factors mainly known for their involvement in 

EMT where they repress the expression of epithelial markers, such as E-cadherin and 

Claudin-1 , and increase the expression of mesenchymal markers, such as ZEB 1 and 

MMP-9 [12-16]. They can also repress the expression and function of the tumor 

suppressor p53 and promote chemoresistance [17,18]. During EMT progression, it is 

believed that Snail will be the first factor to become active to intiate the transition 

whereas Slug would be expressed in later stages to allow the cells to retain their 

mesenchymal characteristics [19]. ZEB1 is another important promoter of EMT by 

repressing ZO-l and E-cadherin [20], but can also be involved in increasing the 

proliferation rate of cells [21]. 

Resveratrol (trans-3,4' ,5-trihydroxystilbene) is a natural compound produced in 

many plants including red grapes [22], and subsequently present in wine, known for its 

antioxidant and its protective effects on the cardiovascular system and against cancer in 
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which it can inhibit multiple stages of the disease [23]. During the last years, these many 

effects placed Resveratrol in the spotlight of research. 

In this study, we investigated the impact of Resveratrol on Cisplatin-induced 

EMT in ovarian cancer. We found that cells co-treated with Resveratrol and Cisplatin 

did not show the characteristic features of EMT, as Resveratrol treatment abrogated 

Cisplatin-induced Snail protein and rnRNA expressions in a dose-dependent manner. 

This involved the Erk pathway, which was inhibited by Resveratrol and its involvement 

was confirmed via specific MEK1/2 inhibition with U0126. Resveratrol also blocked 

morphological changes in A2780 and A2780CP cells and decreased the migration ability 

of A2780 and A2780CP cells during a wound healing assay. Similar inhibition of 

migration was observed in OVCAR-3 and SKOV-3 cells. We also propose ~-catenin as 

a marker of resistance to Cisplatin-induced apoptosis as it was c1eaved only in Cisplatin­

sensitive celllines. 
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Materials and methods 

Reagents 

Dulbecco' s modified Eagle medium-Fl2 (DMEM-FI2), and Bovine growth 

serum (BGS) were purchased from HyClone (South Logan, Utah). Gentamycin, 

Cisplatin, and Resveratrol were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). The 

MEKI /2 inhibitor and the Senescence p-galactosidase staining kit were purchased from 

Cell Signaling Technology (Danvers, MA). Dead cell apoptosis kit with annexin-VIPI, 

Trizol reagent and Moloney murine leukemia virus (M-MLV) reverse transcriptase were 

purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA). 

Cell culture and treatment 

Human ovarian cancer ceIllines A2780 and A2780CP (resistant to Cisplatin) cells 

were a kind gift from Dr G. Peter Raaphorst (Ottawa Regional Cancer Center, Ottawa, 

Canada) and were originally described in [24]. OVCAR-3 and SKOV -3 cell lines were 

purchased from the ATCC. A2780 and A2780CP cells were cultured in DMEM-FI2 

medium supplemented with 2% BGS. OVCAR-3 cells were cultured in RPMI-1640 

medium and SKOV-3 cells were cultured in McCoy' s medium both supplemented with 

10% FBS. Gentamycin (50/-lg/mL) was added to aIl culture media. 

To study the impact of Re sveratrol on Cisplatin-induced EMT, A2780 and 

A2780CP cells were co-treated with Resveratrol and 10/-lM Cisplatin for 24h. To study 

the impact of the Erk pathway on Cisplatin-induced EMT, ovarian cancer ceIllines were 

pretreated with 20/-lM UOl26 for lh, then Cisplatin was added to the culture medium for 

24h at a final concentration of 10/-lM. DMSO was used as control for UOl26 and 

Resveratrol. 
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Detection of cell death by flow cytometry 

A2780 and A2780CP cells were treated with Resveratrol and Cisplatin for 24h. At 

harvest, cells were centrifuged at 500rpm for 5 minutes, washed with PBS and then 

centrifuged 300rpm for 5 minutes. Cell death was evaluated with Annexin-V-FITC and 

propidium iodide (PI) .double staining using dead cell apoptosis kit according to the 

manufacturer' s protocol. Fluorescence was read using a Cytomics FC 500 MPL flow 

cytometer (Beckman Coulter). Positive cells for Annexin-V and/or PI were considered 

as dead cells. 

MTT assay 

Proliferation of A2780 and A2780CP cells was evaluated by MTT assay. Cells 

were plated in duplicate in 96-well plates and left to adhere overnight. The following 

day, cells in growth phase were treated with 0-60~M Resveratrol with or without lO~M 

Cisplatin for 24h in 1 OO~L culture medium. 4h before the end of treatment, 1 O~L of 

MTT solution was added to each weIl and plates were placed in the incubator. 4h later, 

100~L solubilisation solution (10% SDS in O.OlM HCl) was added to each weIl and 

plates were left in the incubator overnight. The following day, the absorbance was read 

at A595nm with a Fluostar Optima plate reader. 

Western Blot 

Cells were harvested after 24h Resveratrol-Cisplatin or U0126-Cisplatin treatment 

and washed twice with phosphate-buffered saline (PBS). Cells were then lysed in RIPA 

lysis buffer containing complete protease inhibitor cocktail ~Roche Applied Science) and 

subjected to three freeze/thaw cycles at -200C. Cells were then centrifuged and the 

supernatant was collected. Protein concentration was estimated using the BioRa.d DC 

Prote in assay. Equal amount of proteins (20-40~g) were then separated onto SDS-PAGE 

and transferred to nitrocellulose membranes (BioRad, Hercules, CA). Membranes were 

blocked in 5% non-fat skimmed milk in PBS-Tween 20 0.05% (PBS-T) for lh before 

incubation with primary antibody (diluted 1: 1 000 in PBS-T /milk) overnight at 40C (aIl 
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antibodies are from Cell Signaling Technology, Danvers, MA, except GAPDH from 

Abcam (Cambridge, MA)). Primary antibody targeting Snail was incubated 2h at room 

temperature and HRP-conjugated-GAPDH was incubatéd 45 minutes at room 

temperature. After incubation, the membranes were washed four times in PBS-T before 

incubation with horseradish peroxidase conjugated secondary antibody (BioRad, 

Hercules, CA) diluted 1:3000 in PBS-T/milk. Membranes were washed four times in 

PBS-T and the antibodies were revealed using SuperSignal West Femto substrate 

(Thermo Scientific, Rockford, IL), as described by the manufacturer using UVP Bio 

Imaging System. GAPDH was used as loading control. 

Cell morphology 

Cells were grown in 6-well plates and then treated with 2.5/lM Cisplatin and/or 

60/lM Resveratrol for 72h in A2780 and A2780CP cells to allow enough time for EMT 

morphological changes to occur. After treatment, cells were washed with fresh medium 

to remove dead cells. Finally, cells were observed under a Carl Zeiss Axio observerZ1 

microscope to determine their morphology and picture were taken in phase contrast 

microscopy using 20X magnification. Cells presenting mesenchymal characteristics, 

with a more fibroblast-like morphology and cellular protusions, were considered as 

having undergone EMT. 

Wound healing as say 

To evaluate cell motility, cells were plated in 24-well plates and grown to 

confluency. A sterile tip was used to create a scratch in the celllayer. Cells were then 

treated with 2.5/lM Cisplatin and 60/lM .Resveratrol and pictures were taken at 

appropriate times to evaluate wound closure. Wounds were evaluated using ImageJ 

software to measure the wound area at different time points. The percentage of wound 

closure was calculated as wound area at a given time compared to the initial wound 

surface. Pictures shown are representative of three independent experiments performed 

in duplicates. 
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Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) 

Total RNA was extracted from treated cells using Trizol Reagent according to the 

manufacturer' s instructions. 500ng of RNA was reverse transcribed using M-MLV 

reverse transcriptase and oligo( dT) primers. The reverse-transcribed RNA was then 

amplified by PCR using specific primers. GAPDH was used as an internaI control. 

Human Snail was amplified us mg the sense pnmer 5' -

TCGGAAGCCTAACTACAGCGA-3 ' and antisense pnmer 5' -

AGATGAGCATTGGCAGCGAG-3' (fragment length 140bp). Human TCF8-ZEBl 

was amplified using sense primer 5' -TTACACCTTTGCATACAGAACCC-3 ' and 

antisense primer 5' -TTTACGATTACACCCAGACTGC-3 ' (fragment length lOObp). 

Human Vimentin was amplified using sense 5' -CGAAAACACCCTGCAATCTT-3 ' and 

antisense primer 5' -CTGGATTTCCTCTTCGTGGA-3 ' (fragment lenght 133bp). 

GAPDH was amplified using sense 5' -GTCAGTGGTGGACCTGACCT-3 ' and 

antisense primer 5' -GACTTGACAAAGTGGTCG-3 ' (fragment length 139bp). GAPDH 

was used as control. 

Senescence-associated ~-galactosidase staining 

Cells were plated in 6-well plates and left to adhere overnight. The following day, 

cells were treated with 60~M Re sveratro 1 and 2.5~M Cisplatin for 72h. After the 

treatment, cells were washed to remove non-adherent cells and stained with the 

Senescence ~-galactosidase staining kit according to the manufacturer' s instructions. 

Cells were then counted under a light microscope to evaluate the percentage of senescent 

cells which appeared as blue cells. 

Densitometry and Statistical analysis 

Densitometric analysis was done on the Western Blot results and PCR pictures 

using Quantity One software (BioRad) to determine the abundance of proteins or 
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amplified mRNA studied. In both cases, GAPDH was used as control. In wound healing 

assays, wound area was mesured using ImageJ software. Wound closure was evaluated 

by comparing the wound area at a given time to the initial wound area. Comparison 

between treatments was performed using GraphPad PRISM software version 5.00 (San 

Diego, CA) using one-way ANOVA analysis and the post hoc Tukey' s test. Statistical 

significance was accepted when p<0.05. AlI experiments performed in this study were 

repeated three independent times. 

Results 

Resveratrol induces cell death in ovarian cancer cells 

Treatment of A2780 and A2780CP ovarian cancer cells with Resveratrol increased 

cell death in a dose-dependent manner as shown by the proportion of PI-positive cells. 

The low proportion of Annexin-V staining in Resveratrol-treated samples but not in 

Cisplatin-treated samples suggests that Resveratrol might induce cell death through a 

different mechanism or occur faster than Cisplatin-induced cell death (Figure 1). 

We investigated apoptosis and autophagy as potential cell death mechanisms. In 

A2780 cells, Cisplatin induced an increase in caspase-3 and P ARP cleavage, indicating 

induction of cell death through apoptosis. By contrast, treatment of A2780 or A2780CP 

cells with Resveratrol did not affect the levels of cleaved caspase-3 despite the presence 

of dead ceIls, strengthening the possibility that a mechanism other than apoptosis is 

involved (Figure 2). We then decided to study autophagy induction by evaluating the 

expression levels of LC3B-II and Beclin-l , two proteins known for their involvement in 

autophagy progession. Resveratrol caused an increase in LC3B-II levels in both cell 

lines, supporting results from Opipari et al. showing autophagy as a potential mechanism 

responsible for Resveratrol-induced cell death [25]. In our model, we did not observe an 

increase in Beclin-l levels, which is already expressed at relatively high levels in A2780 

and A2780CP celllines. 
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Resveratrol potentiates Cisplatin-induced decrease in cell proliferation 

We next sought to evaluate the effect of Resveratrol on the proliferation of A2780 

and A2780CP cell lines. As shown in Figure 3, low doses of Resveratrol (20-40flM) 

slightly increases proliferation of both ceIl lines despite the cell death associated to this 

treatment. At the highest dose tested (60flM) Resveratrol induced a slight decrease in 

proliferation in A2780 cens and almost no change in A2780CP cens. In Cisplatin­

sensitive A2780 ceIls, Resveratrol potentiates the decrease in cen proliferation observed 

when Cisplatin is used as treatment suggesting a synergistic action between these two 

compounds. This was not observed in Cisplatin-resistant A2780CP cens but the highest 

Resveratrol dose did not increase proliferation when used in combination with Cisplatin. 

Resveratrol inhibits Cisplatin-mediated EMT induction in ovarian cancer ceIllines 

To assess the impact of Resveratrol on Cisplatin-induced EMT, A2780 and 

A2780CP ceIls were co-treated with Resveratrol and Cisplatin. As expected, treating the 

ceIls with Cisplatin increased the protein levels of Snail, Vimentin and ZEB 1, three of 

the main markers of EMT. Treating the cells with Cisplatin and Resveratrol decreased 

the expression levels of Snail, but did not show this effect on Vimentin and ZEB 1 

expression. By contrast, these two proteins were slightly increased when cells were 

exposed to Resveratrol alone (Figure 4A). The decrease in Snaiiieveis in A2780 treated 

with Resveratroi and Cisplatin correlates with a decrease in Snaii mRNA 

levels.However, this was not the case in A2780CP cells where no significant change was 

observed in Snaii mRNA Ievels between samples treated with Cisplatin and those treated 

with both Cisplatin and Resveratrol, suggesting sorne post-transiationai mechanisms 

might aiso be involved in Snaii downregulation in these cens (Figure 4B). ZEBI and 

Vimentin mRNA levels remained mostly unaltered in cells treated with either 

Resveratrol, Cisplatin or both agents. In our cell model, we couid not assess EMT 

progression based on downregulation of E-cadherin because A2780 and A2780CP cens 

do not express this protein. 
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Activation of the MAPK Erk is associated with Cisplatin-induced EMT 

We next investigated the mechanism by which Resveratrol counters Cisplatin­

induced Snail expression. The MAPKIErk pathway is one of the possible mechanisms 

that can be involved in EMT induction in cells. In A2780 and A2780CP cells, Erk2 

phosphorylation was increased in response to Cisplatin. The activation of this pathway 

was significantly inhibited by Resveratrol, corresponding to a decrease in Snaillevels in 

A2780 and A2780CP celllines (Figure 4). To further confirm the involvement of Erk in 

the increase of Snaillevels in response to Cisplatin, we used U0126, a MEKI /2 specific 

inhibitor (Figure 5). Pretreatment of cells with this inhibitor significantly reduced the 

activation levels of Erk2 in A2780 and A2780CP cens, which also correlated with a 

significant decrease in Snail protein in both cell lines. Slight increases in the protein 

levels of Vimentin and ZEB 1 were also observed (Figure 5A). Snail mRNA levels were 

decreased when both cells lines were treated with Cisplatin and U0126, suggesting 

Cisplatin-induced Snail expression through the Erk pathway requires transcription of the 

Snail gene. ZEBI and Vimentin mRNA levels did not show significant changes when 

A2780 and A2780CP cells were treated with Cisplatin and U0126 alop.e or in 

combination (Figure 5B). . These results support Resveratrol-induced EMT inhibition 

through the Erk pathway. 

Resveratrol blocks Cisplatin-induced morphological changes 

In order to avoid excessive Cisplatin-induced cytotoxicity in A2780 cells, we 

decided to use 2.5j.lM Cisplatin to assess morphological changes in A2780 and 

A2780CP cells for a 72h treatment. Treatment of ovarian cancer cells with Cisplatin 

induced morphological changes reminiscent of EMT as the cells lost their epithelial 

cobblestone-like morphology to acquire a more elongated fibroblast-like shape. Cellular 

protusions also appeared in Cisplatin-treated cells compared to control samples. Both 

A2780 and A2780CP cens showed the se modifications indicating their progression 

through EMT. To test the effect of Resveratrol on this phenomenon, we used 60j.lM, the 

concentration at which Snail downregulation was the most evident. Addition of 

Resveratrol to Cisplatin treatment blocked these morphological changes as the cens did 
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not acquire any of the characteristic mesenchymal morphological features (Figure 6). It 

is also interesting to note that Resveratrol-treated cells became bigger and displayed an 

irregular appearance suggesting another cellular transformation, such as a senescence 

pro gram, could be occurring [26]. 

Resveratrol induces senescence 

We evaluated senescence induction in our celllines after Cisplatin and Resveratrol 

treatment and observed a significant increase in Resveratrol-induced senescence in both 

cell lines after 72h, with a more pronounced effect in A2780 cells (Figure 7). We also 

observed higher senescence levels in A2780 cells treated with Cisplatin and suggest that 

continuous exposure to Cisplatin might induce an oxidative stress leading to senescence 

in these Cisplatin-sensitive cells. Senescence induction in A2780 and A2780CP cells 

could be another mechanism involved in the inhibition of cisplatin-induced EMT by 

Resveratrol. 

Resveratrol inhibits cell migration 

Considering the morphological transformation occurring in A2780 and A2780CP 

cells, we next evaluated the migration ability of these cells with a wound healing assay. 

Cells were treated with 2.51lM Cisplatin, to avoid excessive cytotoxicity in A2780 cells, 

and 60llM Resveratrol. In both celllines, 72h were required for the wound to completely 

close up in untreated cells, suggesting that these cell lines don't have a very mobile 

phenotype. Resveratrol treatrnent clearly inhibited cell migration at every time point 

where wound closure was evaluated, reducing the wound closure to only 20-25% after 

72h for both cell lines whereas the control cells had almost completely closed the 

wounds (Figure 8A and 8B). Resveratrol ' s action would not be affected by Cisplatin in 

A2780CP cells where this agent exerted the same effect on the cells with or without 

Cisplatin. 
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Furthermore, we investigated the potential of Resveratrol to inhibit the migration 

ability of OVCAR-3 ceIls, an epithelial ceIlline expressing E-cadherin and without basal 

expression of ZEBI or Vimentin which shows little migration potential, and SKOV-3 

ceIls, a mesenchymal ceIlline showing basal expression of Vimentin and ZEB 1 as weIl 

as a mesenchymal morphology and high migration potential despite basal E-cadherin 

expression (Figure SI). Similar to A2780 and A2780CP ceIls, OVCAR-3 cells required 

at least 72h to close the wound. In this cell line, Resveratrol significantly reduced the 

closure of the wound after 72h and at every time point studied when used in combination 

with Cisplatin. In SKOV -3 ceIls, only 24h were required to observe 80-85% wound 

closure and Resveratrol significantly decreased the migration of these cells when used 

al one or in combination with Cisplatin at this time point, indicating that this phytoalexin 

possesses the capacity to reduce the migration of cells that possess a high basal 

migration potential as weIl as cells with low migration potential (Figure 8C and 8D). 

Results observed in OVCAR-3 and SKOV -3 cells correlate with those observed in 

A2780 and A2780CP respectively, where sensitivity to cisplatin is also similar. 

To address the possibility of an increase in the invasion potential of the ceIls, we 

performed a zymography assay in A2780. A2780CP, OVCAR-3 and SKOV-3 cells with 

Cisplatin and Resveratrol treatments. In aIl four ceIllines, we only detected pro-MMPs 

at different levels, highest pro-MMP activity was observed in OVCAR-3 cells and 

lowest activity was observed in A2780 and A2780CP ceIls, which displayed almost no 

pro-MMP activity. We did not observe any active form ofMMPs in this assay for any of 

the cell lines studied. Furthermore, Resveratrol and Cisplatin treatment, alone or in 

combination, did not affect pro-MMPs activity and did not induce active MMPs, 

suggesting that these treatment do not alter the invasion capacity of the cells (data not 

shown). 

Discussion 

Recently, Haslehurst et al. demonstrated an involvement for Snail and Slug, two of 

the main EMT activating transcription factors, in the chemoresistance of ovarian cancer 

[27]. Moreover, the demonstration that Cisplatin induces EMT [11] brings about a new 
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challenge: how to fight back? Indeed, preventing EMT induction by Cisplatin shows an 

interesting potential to help patients overcome chemotherapy resistance and metastatic 

dissemination. In order to try to answer to this problem, we evaluated the impact of 

Resveratrol, a natural compound known for its wide array of beneficial effects [28] , on 

Cisplatin-induced EMT in ovarian cancer. 

First, we assessed cell death in response to Cisplatin and Resveratrol in A2780 and 

A2780CP cells. In A2780 cells, Resveratrol increased cell death when used as a single 

treatment and when used in combination with Cisplatin where it potentiated Cisplatin­

induced cell death. By contrast, in Cisplatin-resistant A2780CP cells, Resveratrol 

induced cell death to a lesser extent compared to A2780 cells when used as a single 

treatment and failed to sensitise A2780CP cells to Cisplatin-induced death in our 

conditions where cell death remained the same as Resveratrol treatment alone. Our 

results suggest apoptosis is not responsible for Resveratrol-induced cell death as there is 

no increase in c1eaved caspase-3 . An alternative mechanism of cell death could be 

autophagy, which was previously shown to be involved in ovarian cancer cell death by 

Resveratrol [25]. We also show an increase in LC3B-II in both celllines, suggesting cell 

death could be caused by this cellular process despite no increase in Bec1in-l levels, 

which could be due to the time point selected. 

We suggest that p-catenin could be used as a marker to evaluate cancer sensitivity 

to Cisplatin. In our model, only the sensitive cell line (A2780) displayed p-catenin 

downregulation when treated with Cisplatin (Figure 2), consequent with a previous 

report demonstrating p-catenin c1eavage by caspase-3 during apoptosis [29]. However, 

p-catenin could not be used as a marker for caspase-independent cell death mechanisms 

as its downregulation requires caspase-3 activation. 

Despite an increase in cell death, Resveratrol increased cellular proliferation when 

used at low doses (20 and 40~M) in our cell lines. We previously demonstrated that 

resveratrol can bind to the estrogen receptor a (ERa) in uterine cancer cells [30]. 

However, A2780 and A2780CP cell lines 'are ERa negative but we hypothesize that 

http://www.rapport-gratuit.com/
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Resveratrol might bind to the estrogen receptor p (ERP). This could also explain the 

synergistic action between Cisplatin and Resveratrol in A2780 cens since binding of 

Resveratrol to ERp could increase gene transcription and then expose DNA to Cisplatin 

and increase its efficiency to induce cen death. 

We confirmed results published earlier in a study on ovarian cancer reporting that 

Cisplatin increases EMT markers in ovarian cancer [11]. Cisplatin caused an increase in 

the prote in levels of Snail, ZEB 1 and Vimentin in both celllines studied as soon as 24h 

of treatment. Such a quick increase in Snail levels suggests that Cisplatin induces an 

EMT program even after a one-time/short-term treatment while TGF-p, a cytokine 

known for its ability to induce EMT, usually requires 72h to achieve this process [31]. 

The increase in Snail levels was reverted by Resveratrol in a dose-dependent manner, 

which would involve the Erk pathway, as confrrmed by MEK1I2 specific inhibition by 

U0126. However, Resveratrol and U0126 still increased Vimentin and ZEBI levels. 

Despite their lack of E-cadherin expression, A2780 and A2780CP cells represent 

an interesting model to study the induction of EMT since they possess many of the 

characteristics of epithelial cells such as an epithelial morphology that is altered by 

Cisplatin, thus allowing cells to gain a fibroblast-like mesenchymal morphology (Figure 

6), and a low migration capacity in basal conditions (Figure 8). By contrast, SKOV-3 

cens, which express basal E-cadherin levels, do not display an epithelial phenotype as 

they display fibroblast-like morphology (Figure SI) and possess an evident capacity to 

close a wound under basal conditions (Figure 8). Thus, we believe that A2780 and 

A2780CP cens, despite their defaults in their expression of sorne of the EMT markers, 

are an interesting model to study EMT induction by cisplatin as they display many 

epithelial characteristics. Other research groups also used A2780 cens as an epithelial 

mode! in their studies. Recently, Fangfang Du et al. demonstrated the potential 

involvement ofEMT in the acquisition ofpaclitaxel resistance in A2780 cells [32]. 

Furthermore, Cisplatin-resistant A2780CP cells, which are less sensitive to 

Resveratrol-induced cell death, support that results observed in A2780 cens regarding 



53 

EMT inhibition by Resveratrol are not due to excessive cell death and that Resveratrol 

possesses the potential to inhibit EMT in this cell model. 

Another clue that Resveratrol inhibits Cisplatin-induced EMT came from the 

cellular morphology. lndeed, A2780 and A2780CP cells treated with Cisplatin alone 

displayed an evident morphology change from an epithelial cobblestone-like 

morphology to a more elongated morphology with cellular protus ions reminiscent of 

cells having undergone EMT. However, cells treated with both Cisplatin and Resveratrol 

did not show such morphological modifications. 

Recent studies in lung and colon cancer showed that Resveratrol induces 

senescence when used at doses in a range corresponding to the doses used in our study 

when treated for at least 10-12 days [33 ,34]. We were then interested in studying 

senescence induction by Resveratrol in A2780 and A2780CP cells. According to our 

results, Resveratrol induces a senescent phenotype in A2780 and A2780CP cells after 

72h of treatment in an interesting proportion of the cells. This phenomenon could also be 

a mechanism through which Resveratrol inhibits Cisplatin-induced EMT in A2780 and 

A2780CP cells since induction of senescence would inhibit the initiation of other 

cellular programs such as EMT and then block the effects of Cisplatin on the se two 

ovarian cancer celllines. 

In wound healing as say, Resveratrol treatment displayed a marked decrease in cell 

migration in A2780 and A2780CP cells. This suggests that Resveratrol is able to inhibit 

migration, one of the main features acquired by cells undergoing EMT, and could then 

reduce metastatic potential of ovarian cancers. The decrease in migration observed for 

OVCAR-3 and SKOV-3 cells also holds potential for a wider application as Resveratrol 

also reduces the migration ability of another epithelial cell line, as well as a 

mesenchymal celllines displaying a stronger migration capacity. 

Recent studies using other cancer cell lines also support the role of Resveratrol in 

EMT inhibition. Vergara et al. demonstrated that Resveratrol inhibits EMT induction by 
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EGF in MCF -7 breast cancer cell line via inhibition of the EGF -mediated Erk pathway 

activation [35]. A study from another group also supports the role of Resveratrol in 

inhibiting EMT induction in cancer cells in A549 lung cancer cells. In their study, the 

authors report that Resveratrol blocks TGF -B 1 induced EMT and reduces the levels of 

EMT transcription factors Snail and Slug [36]. In our study, we suggest .two mechanisms 

can be responsible for EMT inhibition by Resveratrol (Figure 9). Resveratrol treatment 

reduced Cisplatin-mediated activation of the Erk pathway in A2780 and A2780CP cens, 

thus inhibiting Snail expression. Furthermore, Resveratrol significantly induced 

senescence in both cell lines, which could act as a dominant protection pro gram in the 

cell to pre vent the activation of other cellular differentiation pathways. In this regard, as 

a bonus to preventing EMT induction by Cisplatin, Resveratrol could alter cellular 

proliferation pathways and be a major determinant to prevent cancer progression.The 

fact that more than 90% of ovarian cancers are of epithelial origin [37] allows EMT to 

play a determinant role in ovarian cancer progression. Another important aspect of EMT 

is its possible involvement in the ability of cancer cens to resist to chemotherapeutic 

agents as weIl as acquire other important advantages such as resistance to anoikis and 

evasion from the immune system [38]. Combining these important consequences of 

EMT, it is clear that this phenomenon is a major factor involved in the high mortality 

rates associated with ovarian cancer. Considering this, finding new approaches to block 

EMT induction in cancer shows great promise to improve the outcome for patients. Our 

results suggest that Resveratrol might be an interesting compound to prevent cancer 

development or as an adjuvant molecule for cancer treatment once diagnosed. 

However, bioavailability of Resveratrol might be a problem since it is quickly 

metabolised and it might be difficult to reach high local concentrations matching the 

doses used during in vitro studies [39]. To assess this problem it would be important to 

find alternate routes of administration, such as localised treatment or local injections, to 

improve Resveratrol ' s effect on cancer cens. In regard of our results, targeting the Erk 

pathway also shows interesting promise to decrease cancer progression towards 

metastasis and could reveal an important as set in the fight against cancer. 
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Supporting Information 

Figure SI Epithelial and mesenchymal markers expressed in OVCAR-3 and 

SKOV-3 cells and their basal morphology. 

Expression of the epithelial marker (E-cadherin) and expression of the mesenchymal 

markers (ZEBl , Vimentin and Snail) was determined in OVCAR-3 and SKOV-3 cells 

treated or not with Cisplatin and Resveratrol (A). Basal morphology is shown for both 

ceIl lines under their corresponding protein expression profile (B). Despite its E­

cadherin expression, SKOV-3 displays morphological characteristics of mesenchymal 

cells. 
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Figure legends 

Figure 1. Resveratrol induces cell death and potentiates Cisplatin cytotoxicity. 

Cell death levels were evaluated by flow cytometry with Annexin-V and PI staining in 

A2780 and A2780CP cells. Representative flow cytometry results are shown for A2780 

(A) and A2780CP cells (B) treated with 1 O~M Cisplatin and 40~M Resveratrol. In the 

upper right corner, percentage of cell death is shown, corresponding to apoptotic and 

necrotic cell death. Annexin-V and PI negative cells (B3) are non-apoptotic. Annexin-V 

positive and PI negative cells (B4) are in the early stages of apoptosis. Annexin-V 

positive and PI positive cells (B2) are in late apoptosis. Annexin-V negative and PI 

positive cells (B 1) are necrotic cells. Cell death percentage is shown in (C) for both cell 

lines treated with increasing doses of Resveratrol up to 60~M with or without Cisplatin 

1 O~M. Results shown are representative of three independent experiments. In graphs, 

columns identified with different letters are significantly different (p<O.05). In graphs, 

mock: untreated cells, R20: Re sveratro1 20~M, R40: Resveratrol 40~M, R60: 

Resveratrol60~M, CP: Cisplatin, R20CP: Resv. 20~M + Cisplatin, R40CP: Resv. 40~M 

+ Cisplatin, R60CP: Resv. 60~M + Cisplatin. 

Figure 2. Resveratrol potentiates Cisplatin-induced cell death through autophagy. 

The mechanism of cell death was studied in A2780 and A2780CP cells in response to 

Cisplatin and Resveratrol. The absence of increase in cleaved P ARP levels and caspase-

3 cleavage when higher doses of Resveratrol are used suggests Resveratrol would induce 

cell death through a mechanism independent of apoptosis. The significant increase in 

LC3BII suggests Resveratrol could induce cell death through autophagy. Densitometry 

analysis is shown under Western Blot for each cell line. Results shown are 

representative of three independent experiments. In graphs, columns identified with 

different letters are significantly different (p<O.05). In graphs, mock: untreated cells, 

R40: Resveratrol 40~M, CP: Cisplatin, R20CP: Resv. 20~M + Cisplatin, R40CP: Resv. 

40~M + Cisplatin, R60CP: Resv. 60~M + Cisplatin. 
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Figure 3. Resveratrol decreases proliferation of Cisplatin-sensitive A2780 cells but 

not Cisplatin-resistant A2780CP cells. 

MTT assay was performed to evaluate A2780 and A2780 cell lines proliferation in 

response to lO)lM Cisplatin and increasing doses up to 60)lM of Resveratrol. A2780 

cells proliferation was increased by Resveratrol at 20)lM and decreased at 60)lM while 

all doses suggest an increase in proliferation in A2780CP cells. Re sveratro 1 also 

potentiates Cisplatin decrease of proliferation in A2780 cells. Graph bars with different 

letters are statistically different (p<O.05). In graphs, mock: untreated cells, R20: 

Resveratrol 20)lM, R40: Re sveratro 1 40)lM, R60: Resveratrol 60)lM, CP: Cisplatin, 

R20CP: Resv. 20)lM + Cisplatin, R40CP: Resv. 40)lM + Cisplatin, R60CP: Resv. 60)lM 

+ Cisplatin. 

Figure 4. Resveratrol reduces Cisplatin-induced Snail expression. 

Western Blot analysis of EMT markers Snail, Vimentin and ZEBI in A2780 and 

A2780CP (A) cells in response to lO)lm Cisplatin with or without increasing doses of 

Resveratrol. Densitometric analysis is shown under each cell line Western Blots. 

Resveratrol inhibits Cisplatin-induced Snail expression in a dose-dependent manner but 

slightly increases ZEB 1 and Vimentin levels. The Resveratrol dose-dependent decrease 

in P-Erk2 levels suggests the involvement of the Erk pathway in Resveratrol-induced 

Snail downregulation. The EMT markers Snail, Vimentin and ZEB 1 expression were 

analysed by RT-PCR in A2780 and A2780CP (B) cells treated with lO)lm Cisplatin with 

or without increasing doses of Resveratrol. Resveratrol or Cisplatin treatment had no 

effect on ZEBI and Vimentin mRNA levels. Vimentin and ZEBI densitometry is shown 

under each cell line. Snail mRNA expression was decreased only in A2780 cells, 

suggesting another mechanism could be involved in A2780CP cells. Images shown are 

representative of three independent experiments. In graphs, columns identified with 

different letters are significantly different (p<O.05). In graphs, mock: untreated cells, 

R40: Resveratrol 40)lM, CP: Cisplatin, R20CP: Resv. 20)lM + Cisplatin, R40CP: Resv. 

40)lM + Cisplatin, R60CP: Resv. 60)lM + Cisplatin. 
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Figure 5. Erk inhibition abrogates Cisplatin-induced EMT in four ovarian cancer 

celllines. 

A2780 and A2780CP celllines were pre-treated with U0126 to inhibit Erk activity and 

treated with Cisplatin for 24h. Western Blot are shown in (A). Corresponding 

densitometry is shown under each cell line. Erk inhibition reduced Cisplatin-induced 

Snail expression but slightly increased ZEB 1 and Vimentin expression in both celllines. 

Corresponding PCR results are shown in (B). Snail mRNA decrease in U0126+Cisplatin 

treated samples suggests Snail regulation by Cisplatin involves gene transcription. 

Results shown are representative of three independent experiments. In graphs, columns 

identified with different letters are significantly different (p<O.05). In graphs, mock: 

untreated cells, CP: Cisplatine, U+CP: U0126 + Cisplatin. 

Figure 6. Resveratrol blocks EMT morphological changes induced by Cisplatin. 

A2780 (A) and A2780CP (B) cell lines were treated for 72h with 2.5 ~M Cisplatin with 

or without 60~m Resveratrol to allow EMT morphological changes to become apparent. 

Cisplatin induced cellular morphological changes reminiscent of EMT in A2780 cells 

evident after 72h, which were abrogated when Resveratrol was added to the treatment. 

Resveratrol exerted the same effect on A2780CP cells although the morphological 

changes induced by Cisplatin were less pronounced. Cells were observed under 20X 

magnification, scale bar in the upper left corner of the pictures represent 20~m. Arrows 

indicate examples of cells having undergone an EMT. Images shown are representative 

of three independent experiments. 

Figure 7. Resveratrol and Cisplatin induce senescence in ovarian cancer celilines. 

Treatment of A2780 and A2780CP cells with Resveratrol significantly increased the 

proportion of senescent cells. Cisplatin induced a significant increase of senescence in 

A2780 cells. Cells were stained for ~-galactosidase activity and counted under a light 

microscope to assess the percentage of senescent (blue) cells. In graphs, columns 

identified with different letters are significantly different (p<O.05). The analysis was 

performed with three independent experiments. 
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Figure 8. Wound healing capacity of ovarian cancer cell lines is impaired by 

Resveratrol. 

The migratory ability of A2780 (A), A2780CP (B), OVCAR-3 (C), and SKOV-3 (D) 

cells was evaluated by wound healing assay. A scratch was made with a sterile tip in a 

confluent layer of cells and wound closure was observed after 24, 48, and 72h of 

Cisplatin and Resveratrol treatment for A2780, A2780CP, and OVCAR-3 cells, and 12 

and 24h for SKOV-3, corresponding to the moment where the wound was almost 

completely closed. In both cell lines, Resveratrol decreased the migration of the cells in 

the wound, preventing its closing after 72h. Representative pictures are shown at t=48h. 

Graphical representation of wound cl 0 sure after the different time points studied is 

shown in (E). Results shown are representative of three independent experiments 

performed in duplicates. In graphs, treatments are compared within each time point 

studied and columns identified with different letters are significantly different (p<O.05). 

Figure 9 Involvement of Resveratrol in the inhibition of Cisplatin-induced EMT 

Treatment of ovarian cancer cell lines with Cisplatin results in the activation of the Erk 

pathway and subsequent induction of Snail expression and induction of EMT. By 

contrast, Resveratrol prevents Cisplatin-mediated EMT induction by antagonizing the 

activation of the Erk pathway, thus preventing Snaillevels increase and EMT induction. 

Furthermore, Resveratrol could also prevent Cisplatin-induced EMT through induction 

of a senescence program that would block the progression of other cellular 

differentiation programs like EMT. 

Figure SI Epithelial and mesenchymal markers expressed in OVCAR-3 and 

SKOV -3 cells and their basal morphology 

Expression of the epithelial marker (E-cadherin) and expression of the mesenchymal 

markers (ZEBl, Vimentin and Snail) was determined in OVCAR-3 and SKOV-3 cells 

treated or not with Cisplatin and Resveratrol (A). Basal morphology is shown for both 

cell lines under their corresponding protein expression profile (B). Despite its E­

cadherin expression, SKOV -3 displays morphological characteristics of mesenchymal 

cells. 
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CHAPITRE III 

RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES 

3.1 Étude p53 - EMT 

Le second volet du projet a été consacré à l'étude de l' induction de l'EMT par le 

cisplatine chez le cancer ovarien en relation avec différentes mutations de la protéine 

p53. Afin d'étudier cet aspect, nous avons utilisé quatre lignées cellulaires de cancer 

ovarien possédant différentes mutations pour cette protéine : A2780 (p53 normal), 

A2780CP (un allèle normal, un allèle muté VI72F), OVCAR-3 (p53 muté R248Q) et 

SKOV-3 (sans expression de p53) [168-170]. Lors de l' étude de l'expression de p53 

chez ces lignées, nous avons observé la présence d'une bande relativement faible pour 

p53 chez la lignée SKOV-3 malgré qu' elle soit reconnue en littérature comment étant « 

p53-null » (Figure 3.1). Toutefois, SKOV-3 ne possédait aucune expression de Mdm2, 

autant en conditions basales que lors du traitement avec le cisplatine, et l' expression de 

p53 n'a aucunement été modulée par le cisplatine. Cela suggère que, malgré la présence 

d'une bande pour p53 , SKOV -3 présenterait un phénotype « sans p53 fonctionnel » 

puisque la principale cible transcriptionnelle de p53, Mdm2, n'est aucunement présente, 

ce qui correspondrait aux descriptions de la littérature à l'effet que SKOV -3 serait 

« p53-null ». 

Pour évaluer l'induction de l'EMT par le cisplatine dans ces lignées, nous avons 

traité les quatre lignées cellulaires avec le cisplatine pour une durée de 24h et évalué 

l' expression de quelques marqueurs de cette transition (Figure 3.1). Chez les quatre 

lignées, le cisplatine a provoqué une augmentation évidente de l'expression de Snail 

ainsi qu'une augmentation de ZEBI et de Vimentine, sauf chez OVCAR-3 où aucune 

expression de ZEBI et de Vimentine n'a été observée. Les changements de Vimentine, 

en particulier pour A2780 et A2780CP, montrent une diminution de la bande de 50kDa 

et une augmentation de celle de 57kDa, suggérant une augmentation de la rigidité du 
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cytosquelette de Vimentine. De plus, une légère diminution, non significative, de 

l'expression du marqueur E-cadhérine a été observée chez les lignées OVCAR-3 et 

SKOV -3, les seules à posséder une expression basale pour cette protéine, suggérant que 

Snail, et possiblement d'autres facteurs, sont bel et bien activés pour réprimer ce 

marqueur épithélial. Ces changements suggèrent une induction rapide de l'EMT chez les 

quatre lignées après le traitement de 24h au cisplatine, et ce, indépendamment des 

mutations de la protéine p53. L' induction de l 'EMT par le cisplatine ne serait donc 

aucunement dépendante de la fonction de ce suppresseur de tumeur. Ces résultats 

suggèrent que tout cancer pourrait être susceptible de procéder à l'EMT lors d'un 

traitement au cisplatine. Ce phénomène de transformation cellulaire suite à un traitement 

avec un agent chimiothérapeutique est donc particulièrement préoccupant. 

Cisplatin 

Snail 

ZEB1 

Vimentin 

E-cadherin 

p53 

Mdm2 

13-actin 

Figure 3.1 

A2780 A2780CP OVCAR-3 SKOV-3 
+ + + + 

......... ' ~. _. 
-

Le cisplatine induit l'EMT indépendamment des mutations de 

p53. 

L' induction de l' expression de marqueurs de l'EMT a été évaluée chez quatre 

lignées cellulaires possédant différentes mutations pour la protéine p53: A2780 

(sauvage), A2780CP (un allèle sauvage, un allèle muté VI72F), OVCAR-3 (muté 

R248Q) et SKOV -3 (sans p53 fonctionnel). Les cellules ont été traitées avec du 

cisplatine 10IlM pour 24h et l' expression de facteurs de transcription inducteurs de 

l'EMT a été étudiée. Chez les quatre lignées, une augmentation marquée de l' expression 
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de Snail a été observée, de même qu'une augmentation de Vimentine et de ZEBI chez 

les lignées l' exprimant, indiquant que p53 ne serait pas impliqué dans l' induction de 

l'EMT par le cisplatine. 

Malgré que l' absence d'une protéine p53 fonctionnelle chez SKOV -3 n'empêche 

pas l' induction de l'EMT par le cisplatine, cet aspect pourrait toutefois permettre à ces 

cellules d' adopter un phénotype mésenchymal en conditions basales. En effet, ces 

cellules possèdent une morphologie irrégulière se rapprochant des cellules 

mésenchymales lorsqu'elles sont cultivées in vitro, démontrant une apparence presque 

fibroblastique avec la présence de prolongements cytoplasmiques. De plus, lors d' un 

essai de migration cellulaire, la lignée SKOV -3 est la seule des quatre lignées qui 

possède un potentiel évident de migration après 24h en conditions basales où près de 80-

85 % de la plaie a été refermée. Les trois autres lignées, pour leur part, démontrent un 

faible potentiel de migration et requièrent 72h de croissance pour refermer la plaie 

(Figure 3.2). L'effet du Resvératrol sur la migration de cette lignée cellulaire a 

également été étudié lors d' un essai de migration, en mesurant la migration après 12h et 

24h. Après 12h, aucun changement n' a été observé entre les cellules, peu importe le 

traitement utilisé (résultats non montrés). Toutefois, après 24h, le Resvératrol a 

provoqué une diminution significative de la migration cellulaire, réduisant cette dernière 

à environ 60 %. Cela suggère que l' effet du Resvératrol sur la diminution de migration 

ne requiert pas la présence de p53 fonctionnelle et pourrait s' appliquer à une vaste 

majorité de cancer~ ovariens. Cependant, de manière surprenante, une légère diminution 

de la migration a été observée en réponse au cisplatine après 24h de traitement qui ne 

peut pas être expliquée par l' induction de mort cellulaire chez cette lignée qui est 

résistante à ce traitement. 



Mock 

A 

B Mock 

t=O 

t=24 

SKOV-3 

Resveratrol 60~M 

• Mock 

lB Resv. 6OtIM 
b SI Ci",IIIin2,5~M 

CIl Resv. + CP 

73 
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Figure 3.2 Les cellules SKOV -3 possèdent un phénotype mésenchymal en 

conditions basales. 

La morphologie et la capacité des cellules SKOV -3 en conditions basales et lors 

d'un traitement avec le cisplatine ont été étudiées. La morphologie cellulaire est montrée 

en (A) pour les cellules en conditions basales et traitées au cisplatine où, dans les deux 

cas, une morphologie davantage mésenchymale peut être observée. En (B), la capacité 

de migration des cellules a été évaluée lors d'un essai de migration 24h après avoir créé 

la plaie. Les cellules SKOV -3 démontrent une capacité de migration évidente après 24h, 

ce qui a été significativement inhibé par le Resvératrol et, moins efficacement, par le 

cisplatine. 
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3.2 Étude de la mort cellulaire avec le TGF -~, les mutations de p53 et le cisplatine 

Lors du début du projet, nous nous sommes intéressés au TGF -~ , une cytokine 

présentant habituellement des effets bénéfiques pour l'organisme mais qui, lors de la 

progression du cancer, ne parviendra plus à jouer ces rôles protecteurs auprès des 

cellules cancéreuses. Dans ce modèle d' étude, l'utilisation du TGF-~J en combinaison 

avec le cisplatine n'a pas produit de résultats concluants; cette stratégie étant, dans la 

majorité des cas, inefficace pour moduler la mort cellulaire observée chez ces quatre 

lignées cellulaires. En effet, aucun changement dans les niveaux de caspase-3 clivée ou 

de PARP clivé n'a été observé chez nos lignées, sauf chez les cellules SKOV-3 où 

l'utilisation de cette cytokine a diminué le clivage de la protéine PARP. Ces résultats 

permettent de croire de croire qu'à plus long terme, cette lignée cellulaire pourrait 

bénéficier du TGF-~ afin d'augmenter sa capacité de survie (Figure 3.3). Nous avons 

également remarqué une tendance vers l'augmentation pour l'expression de Mdm2, 

responsable de la dégradation de la protéine p53 par le protéasome. Nos résultats sont en 

accord avec des résultats publiés par une autre équipe qui a démontré l'induction de 

l'expression génétique de Mdm2 suite à un traitement avec le TGF -~ chez le cancer du 

sein [141]. Cependant, notre modèle d'étude n'était pas totalement adéquat puisque les 

lignées A2780 et A2780CP ne répondent pas à la stimulation avec le TGF-~1 par la voie 

canonique comme en témoigne l' absence de phosphorylation de la protéine Smad2 

malgré une exposition des cellules à la cytokine. 
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Figure 3.3 Étude de la mort cellulaire dans quatre lignées de cancer ovarien 

Les quatre lignées cellulaires, possédant diverses mutations pour la protéine p53, 

ont été traitées avec l' isoforme TGF-Pl (lOng/mL) et le cisplatine (lOIlM) pour une 

durée de 24h. Les cellules A2780 et OVCAR-3 sont davantage sensibles au cisplatine 

que les cellules A2780CP et SKOV -3, lesquelles y sont résistantes. A2780 ont p53 

normal, A2780CP ont un allèle muté V172F et un allèle normal, OVCAR-3 ont une 

mutation R248Q et SKOV -3 sont sans p53 fonctionnel. En (A), différents marqueurs de 

la mort par apoptose ainsi que p53 et Mdm2 ont été étudiés. En (B), la phosphorylation 

de Smad2 en réponse au TGF-pl a été évaluée pour les quatre lignées cellulaires. CP : 

cisplatine. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Le cancer ovarien est une maladie fréquemment diagnostiquée à un stade avancé 

avec des métastases en raison de l'absence de symptômes spécifiques, ce qui en 

complique le traitement [7]. De ce fait, c' est un cancer présentant un taux de mortalité 

élevé, d'où l' importance de trouver des alternatives pour son traitement. Un phénomène 

cellulaire important dans la progression cancéreuse est la transition épithéliale­

mésenchymale (EMT), qui favorise l' apparition de métastases et l'acquisition des 

caractéristiques du cancer en général [5, 40]. Le cisplatine, tout comme ses dérivés, est 

un agent de chimiothérapie couramment utilisé depuis la fin des années 70 dans la lutte 

contre le cancer, dont le cancer ovarien [20]. Cependant, la résistance à ce traitement, 

innée ou acquise en cours de traitement, représente un problème de taille pour les 

patients atteints de cancer. Le Resvératrol, pour sa part, est une phytoalexine reconnue 

pour son vaste éventail d'effets bénéfiques. Parmi ceux-ci se retrouvent des propriétés 

antioxydantes, des vertus cardioprotectrices, un rôle anti-inflammatoire ainsi qu'une 

capacité à agir contre les cellules cancéreuses, autant pour empêcher leur apparition que 

pour inhiber la progression de la maladie [150, 171]. 

Haslehurst et al. ont récemment démontré une implication pour Snail et Slug, deux 

des principaux facteurs de transcription impliqués dans l' induction de l'EMT, dans la 

chimiorésistance du cancer ovarien [49] . De plus, la démonstration que le cisplatine 

induit l'EMT chez les cancers ovariens [36] amène un nouveau défi: comment contrer 

ce phénomène? En effet, empêcher l' induction de l'EMT par des agents 

chimiothérapeutiques s'avérerait particulièrement bénéfique pour les patients atteints du 

cancer, diminuant les risques de rechute et de métastasie à la suite de leur traitement en 

plus d' inhiber l'acquisition d' autres avantages reliés à l'EMT tels qu'une meilleure 

capacité de survie et l' acquisition de propriétés de cellules souches incluant une capacité 

de réplication illimitée [42] . Pour tenter de contrer ce phénomène, nous nous sommes 
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intéressés au Resvératrol pUIsque la relation entre cette molécule et l' induction de 

l'EMT par le cisplatine est inconnue. 

Dans notre étude, nous avons utilisé deux lignées cellulaires de cancer ovarien: les 

cellules A2780 (sensibles au cisplatine) ainsi que les cellules A2780CP (dérivées de 

A2780, résistantes au cisplatine). Ces cellules présentent l'avantage d'être isotypiques et 

de ne différer l'une de l' autre que par l'acquisition d'une résistance au cisplatine, ce qui 

en fait un excellent modèle d' étude de la chimiorésistance. Ceci permet d' éviter des 

résultats qui pourraient être différents en raison d'un profil d'expression génétique ou 

protéique différent entre deux lignées cellulaires qui ne seraient pas identiques. 

L'utilisation de ces deux lignées cellulaires nous permet de croire que les différences 

observées entre les deux lignées peuvent être attribuables à la chimiorésistance. 

Tout d'abord, nous avons évalué l'effet du Resvératrol et du cisplatine sur la 

mortalité cellulaire. Chez A2780 et A2780CP, cette phytoalexine induit la mortalité 

cellulaire, avec un effet davantage marqué chez A2780, qu'elle soit utilisée seule ou en 

combinaison avec le cisplatine. Elle agit en synergie avec le cisplatine chez les cellules 

A2780 en augmentant la mort cellulaire, mais ne parvient pas à augmenter la sensibilité 

des cellules A2780CP à cet agent chimiothérapeutique dans les conditions utilisées dans 

notre étude. Nos résultats démontrent que l'apoptose ne serait pas responsable de la mort 

induite par le Resvératrol, contrairement à celle induite par le cisplatine, puisqu'aucune 

augmentation des niveaux de caspase-3 clivée n'a été observée lorsque les cellules sont 

traitées avec le Resvératrol. Parallèlement, chez les cellules traitées avec le Resvératrol, 

la cytométrie en flux révèle seulement une très faible proportion de cellules passant par 

les quadrants correspondants aux cellules marquées positivement avec l' Annexine-V 

contrairement au cisplatine où les cellules passent par ces quadrants (Figure 1). Ce 

résultat nous a amenés à considérer que la mort cellulaire induite par le Resvératrol 

pourrait être due à un mécanisme différent de l' apoptose induite par le cisplatine. De ce 

fait, un mécanisme alternatif, l'autophagie, pourrait être impliqué dans notre modèle 

cellulaire. L' induction de ce type de mort cellulaire par le Re svératro 1 a déjà été 

,démontré par d'autres chercheurs dans les cancers ovariens [159]. Une augmentation 
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significative des niveaux de LC3B-II a été observée chez les deux lignées cellulaires 

traitées avec le Resvératrol, ce qui indique une augmentation de l'autophagie chez ces 

cellules et qui supporte la mort cellulaire par ce mécanisme. Cependant, aucune 

augmentation de Beclin-1 n'a été trouvée, ce qui pourrait être attribuable au temps de 

traitement choisi. Vérifier l'expression de Beclin-1 à un temps de traitement plus court 

aurait potentiellement permis d'obtenir une augmentation des niveaux de celle-ci. 

Dans notre modèle cellulaire, une diminution des niveaux de ~-caténine a été 

observée lors du traitement avec le cisplatine seulement chez les cellules A2780 (Figure 

2), sensibles à cet agent, ce qui corrèle avec les résultats d'une autre équipe qui a 

démontré le clivage de la ~-caténine par la caspase-3 [94]. La ~-caténine pourrait ainsi 

être utilisée comme marqueur pour évaluer la sensibilité au cisplatine, et à la mort par 

apoptose en général, mais ne pourrait servir pour d'autres formes de mort cellulaire 

comme l'autophagie qui requièrent pas l'activation de la caspase-3. 

Lorsqu'utilisé aux doses les plus faibles, 20JlM et 40JlM, le Resvératrol induit une 

augmentation de la prolifération cellulaire chez les deux lignées cellulaires, et ce, malgré 

une certaine mortalité cellulaire. Notre laboratoire a précédemment démontré que le 

Re svératro 1 peut lier le récepteur aux oestrogènes a chez le cancer utérin [155]. 

Cependant, les cellules A2780 et A2780CP sont négatives pour ce récepteur, et l'effet ne 

peut donc pas être expliqué par ce mécanisme. En revanche, il serait possible que le 

Resvératrol puisse lier le récepteur aux oestrogènes ~ et ainsi avoir un impact sur la 

prolifération cellulaire puisque le Resvératrol est une phytooestrogène [143]. De plus, la 

liaison au récepteur aux oestrogènes ~ pourrait expliquer la synergie entre le Resvératrol 

et le cisplatine chez les cellules A2780 puisque l'activation du récepteur, augmenterait la 

quantité d'ADN exposé au cisplatine, ce qui favoriserait ainsi l'efficacité de cet agent 

chimiothérapeutique à induire la mort de la cellule. 

Nos résultats confirment les résultats publiés précédemment qui montrent qu'un 

traitement avec le cisplatine induit l'EMT dans le cancer ovarien [36]. Le cisplatine a 

causé une augmentation des niveaux des protéines Snail, ZEB 1 et Vimentine dans les 
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deux lignées cellulaires après un traitement de 24 heures. Une induction de l'expression 

de Snail aussi rapide suggère que l' activation du programme d'EMT par le cisplatine 

peut se produire après une seule exposition de courte durée à cet agent 

chimiothérapeutique, conférant ainsi un avantage immédiat aux cellules qui survivront 

au choc cytotoxique. Cela pourrait leur permettre, entre autres, d' augmenter leur 

chimiorésistance et d' augmenter leur aptitude pour la formation de métastas~s. Cette 

hypothèse es supportée par l' observation que la lignée A2780CP, résistante au 

cisplatine, exprime un niveau basal de Snail supérieur comparativement à A2780, 

laquelle lignée ne possède aucune expression basale de cette protéine. Pour sa part, le 

TGF -~ , une cytokine également reconnue pour induire ce phénomène, requiert 

habituellement 72h pour accomplir cette transformation cellulaire et nécessite également 

une perte de sensibilité à ses fonctions de suppresseur de tumeur [111]. 

L'utilisation du Resvératrol en cotraitement avec le cisplatine diminue 

l'expression de Snail de manière dose dépendante chez les deux lignées cellulaires. Chez 

A2780, cela impliquerait la voie de signalisation de la MAPK Erk, laquelle est diminuée 

de manière dose-dépendante par la Resvératrol. Cependant, chez la lignée A2780CP, la 

diminution de l' expression de Snail causée par le Resvératrol ne serait pas entièrement 

due à cette voie de signalisation et impliquerait davantage un mécanisme 

posttraductionnel puisque l'ARNm ne varie presque pas chez cette lignée. L' implication 

de la MAPK Erk dans l' augmentation de Snail a été confirmée par l'utilisation de 

l' inhibiteur spécifique de MEK1 et de MEK2, U0126, qui a également contré l' induction 

de l' expression de Snail par le cisplatine. Cependant, le Resvératrol et l' inhibiteur 

U0126 ont provoqué une augmentation des niveaux de Vimentine et de ZEB1 , lorsqu' ils 

ont été utilisés seuls. 

La Vimentine présente deux bandes chez certaines lignées cellulaires, une à 57kDa 

et l ' autre à 50kDa. Dans une étude effectuée chez un modèle de levure lors d' une 

infection virale, une équipe a démontré une augmentation de la phosphorylation de la 

Vimentine provoquant une modification similaire de la taille de la protéine lors de la 

migration en Western Blot, ce qui pourrait impliquer le clivage de la Vimentine [172]. 
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De plus, Goto et al. ont démontré la phosphorylation de la Vimentine sur plusieurs 

résidus par la protéine p21-activated kinase. Cette hyperphosphorylation de la Vimentine 

mène à une désorganisation du réseau de filaments intermédiaires ainsi qu'à la 

condensation de la Vimentine en granules [173]. En contrepartie, la protéine 

phosphatase 2A peut déphosphoryler la Vimentine et empêcher sa réorganisation en 

granules [174]. Dans notre modèle les deux bandes de Vimentine sont augmentées par le 

traitement au Resvératrol ou à l' inhibiteur U0126, avec un effet davantage marqué pour 

la bande non phosphorylée apparaissant à 57kDa. Cela suggère une possible 

augmentation de la rigidité du cytosquelette qui se réorganisera moins facilement et 

donc une diminution du potentiel de motilité cellulaire. L'augmentation globale 

d'expression de cette protéine, pour sa part, serait attribuable à une augmentation de sa 

stabilité puisqu'aucune modification dans la quantité d'ARNm n'a été observée par RT­

PCR. Dans le cas de ZEB1 , son augmentation n' est pas significative, mais pourrait être 

un mécanisme cellulaire pour augmenter sa survie puisqu' il s' agit de l'un des rôles 

potentiels de ZEB 1. 

Pour confirmer l' induction de l'EMT dans notre modèle cellulaire, nous avons 

étudié la morphologie des cellules après un traitement de 72 heures avec le Resvératrol 

et le cisplatine d'une durée de 72 heures afin de permettre la progression de l'EMT. Le 

traitement des cellules avec le cisplatine a provoqué les changements morphologiques 

caractéristiques de l'EMT, c'est-à-dire un changement d'apparence d'une morphologie 

régulière épithéliale vers une apparence se rapprochant du fibroblaste avec l'apparition 

de projections cytoplasmiques, et ce, chez les deux lignées cellulaires. Lorsque les 

cellules ont été cotraitées avec le Resvératrol et le cisplatine, les changements 

morphologiques ont été bloqués. Par ailleurs, le traitement avec le Resvératrol seul n'a 

pas provoqué de changement vers une apparence fibroblastique, ce qui confirme que 

cette molécule n' induit pas l'EMT lorsqu'utilisée comme seul traitement. Ces résultats 

suggèrent que l'utilisation du Resvératrol, à titre préventif ou en tant que traitement seul, 

n'augmente pas les risques de métastasie et pourrait même prévenir l' apparition de 

cellules métastatiques au sein d'une tumeur. 
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Le traitement avec le Resvératrol affecte la morphologie cellulaire et les cellules 

deviennent plus grosses et irrégulières, ce qui suggère la possibilité d' induction d' un 

programme de sénescence. Des études effectuées sur les cancers du poumon et du colon 

ont démontré l ' induction de la sénescence par le Resvératrol lorsqu'utilisé à des doses 

similaires à celles utilisées dans notre étude lors d'un traitement de dix à douze jours 

[151 , 175]. Nous avons évalué l ' induction de la sénescence par le Resvératrol et le 

cisplatine par marquage colorimétrique de l ' activité de la ~-galactosidase associée à la 

sénescence. Chez les deux lignées cellulaires, le Resvératrol a induit une augmentation 

significative de la sénescence, avec une efficacité davantage marquée chez A2780 

comparativement à A2780CP, atteignant une proportion d' environ 80 % et 65 % 

respectivement. Il est important de noter ici que les cellules A2780 et A2780CP 

expriment le suppresseur de tumeur p53, une protéine importante dans l' induction de la 

sénescence [176] , et que cela pourrait en partie expliquer l' induction de l' arrêt de 

croissance chez ces cellules. De plus, une certaine proportion des cellules traitées au 

cisplatine a également été marquée positivement pour la sénescence, dans une 

proportion plus grande chez les cellules sensibles à cet agent, ce qui pourrait être 

attribuable au choc oxydatif soutenu causé par le cisplatine, un stimulus reconnu comme 

facteur inducteur de la sénescence par exemple lors de l' utilisation du peroxyde 

d'hydrogène pour induire la sénescence [177]. 

L'acquisition d'un phénotype motile est une des caractéristiques acquises par les 

cellules qui progressent dans l' EMT. Afin d' évaluer la capacité de migration en réponse 

au Resvératrol et au cisplatine, nous avons effectué un essai de migration cellulaire. 

Lorsque les cellules A2780 et A2780CP ont été traitées avec le Re svératro l, une 

diminution marquée de leur potentiel de migration a été observée. La capacité du 

Resvératrol à interférer avec la migration cellulaire permet de croire que cet agent 

pourrait diminuer le potentiel métastatique des cellules cancéreuses de l'ovaire en 

diminuant leur capacité à quitter la tumeur principale. Toutefois, dans les conditions 

utilisées dans notre étude, le cisplatine n' a pas été en mesure d' augmenter la migration 

cellulaire. Ce résultat pourrait être attribué à la dose utilisée qui n ' était peut-être pas 

suffisante, puisque nous voulions comparer les cellules A2780 et A2780CP en utilisant 
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le même traitement. Comme les cellules A2780 sont très sensibles au cisplatine, la dose 

de cisplatine utilisée était relativement faible. Parallèlement, le temps de traitement était 

peut-être trop court avec cette faible dose pour que le phénotype migratoire apparaisse 

chez ces cellules. 

Des études récentes supportent également le rôle du Resvératrol potentiel dans 

l' inhibition de l'EMT dans diverses lignées cellulaires cancéreuses. Vergara et al. ont 

démontré que le Resvératrol inhibe l' induction de l'EMT par le facteur de croissance 

épidermique (EGF) chez la lignée de cancer du sein MCF -7, et ce, en inhibant 

l' activation de la voie de signalisation de la MAPK Erk [99]. Une autre étude supporte 

également l' inhibition de l'EMT par le Resvératrol, chez le cancer du poumon. Le 

Resvératrol empêche alors l' induction de l'EMT par le TGF-B1 chez les cellules A549, 

où une diminution de Snail et de Slug a été démontrée, mais le mécanisme impliqué n'a 

pas été démontré par les auteurs [98]. Il serait toutefois plausible d'avancer comme 

hypothèse que la MAPK Erk pourrait être impliquée également dans ce contexte 

puisqu' il s'agit de l'une des voies de signalisation utilisées par le TGF-B pour induire 

l'EMT [111]. Ces études, ainsi que la nôtre, mettent en évidence un nouveau rôle pour le 

Resvératrol dans l' inhibition de la progression du cancer et ouvrent la voie à de 

nouvelles avenues thérapeutiques qui pourraient permettre d'empêcher la métastasie, 

autant pour le cancer en cours de traitement que lors d'une rechute. 

À cet effet, le Resvératrol apparaît comme une stratégie thérapeutique intéressante, 

autant en prévention du cancer que pour le traitement de celui-ci. Toutefois, l' un des 

principaux problèmes rencontrés lors de l' utilisation du Re svératro 1 est sa 

biodisponibilité. En effet, cette molécule est rapidement métabolisée et atteint seulement 

de faibles concentrations sanguines et locales, beaucoup plus faibles que les doses 

utilisées in vitro, ce qui pourrait diminuer grandement son efficacité et compromettre 

son utilisation clinique [178]. Afin de surmonter cet obstacle, des stratégies telles que 

l' administration du Resvératrol par des voies alternatives, comme une injection localisée 

au site de la tumeur, ou la modification chimique de la molécule, pourraient s'avérer 

plus adéquate pour atteindre une efficacité optimale. Par exemple, une étude a utilisé 
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divers dérivés méthylés du Resvératrol et a démontré que certains d' entre eux, en 

particulier ceux ayant un groupement méthyle aux positions 3, 4 et 5, possédaient une 

plus grande cytotoxicité in vitro sur différentes lignées cellulaires cancéreuses. Aucun 

test n'a cependant été effectué in vivo ou sur des lignées cellulaires normales [179]. 

L'effet de tels composés sur des cellules saines, et plus spécifiquement les dommages 

qu' ils pourraient causer à un organisme, est présentement inconnu. Toutefois, si ces 

derniers sont bien tolérés par les cellules saines, une concentration réduite serait requise 

au site tumoral pour obtenir un effet appréciable. Un tel composé pourrait alors être 

validé en vue d'une éventuelle utilisation comme traitement chez des patients. Par 

ailleurs, l' efficacité des métabolites du Resvératrol sur les cellules cancéreuses n' est pas 

bien connue, mais les informations disponibles indiquent que ces métabolites perdraient 

leur efficacité auprès des cellules cancéreuses [166, 167]. 

Lors d'une étude réalisée sur un modèle de souris traitées au cisplatine, un rôle 

protecteur contre les effets secondaires reliés à ce traitement a été démontré pour le 

Resvératrol. En effet, chez les souris prétraitées au Resvératrol avant l' administration de 

cisplatine, la toxicité associée au traitement de chimiothérapie a été diminuée chez les 

cellules somatiques et germinales, et ce, grâce à une réduction du stress oxydant causé 

par le cisplatine [180]. De ce fait, grâce notamment à ses propriétés antioxydantes, le 

Resvératrol s'avère une solution intéressante afin de diminuer les effets secondaires 

causés par un traitement au cisplatine et ainsi augmenter la qualité de vie des patients et 

éviter des complications causées par la toxicité de la chimiothérapie. Une autre étude 

effectuée chez le rat a démontré que le Resvératrol n' est pas toxique et est bien toléré 

par les animaux à des doses allant jusqu'à 700mg'kg- t -jour-t pour une durée de 90 jours 

[181] , ce qui permet de croire que le Resvératrol ne serait pas davantage dommageable 

chez l'humain. Ces deux arguments favorisent l' étude du Resvératrol, et d'éventuels 

dérivés, dans le but d'en arriver à une formulation pharmaceutique efficace pour faciliter 

la lutte contre le cancer. 

Parallèlement, nos résultats indiquent également que la protéine p53 , un important 

suppresseur de tumeur fréquemment muté dans le cancer, ne serait pas impliquée dans 
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l'induction de l'EMT par le cisplatine. Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé 

quatre lignées cellulaires de cancer ovarien présentant différentes mutations dans la 

protéine p53 : A2780 (p53 sauvage), A2780CP (un allèle sauvage, un allèle muté 

V172F), OVCAR-3 (p53 muté R248Q) et SKOV-3 (sans expression de p53) [168-170]. 

Lors du traitement au cisplatine, une augmentation des niveaux de Snail chez les quatre 

lignées, et une augmentation de ZEB 1 et de Vimentine chez toutes les lignées sauf 

OVCAR-3, ce qui permet de croire que les mutations de p53 n'influenceraient pas 

l'induction de l'EMT par le cisplatine malgré que p53 puisse inhiber ce processus de 

dédifférentiation [182]. De ce fait, cette observation suggère que tout cancer, en 

supposant que nos résultats soient aussi valides pour d'autres organes, est susceptible de 

progresser vers l'EMT lors du traitement avec le cisplatine quelle que soit son 

expression de p53 et renforce l'importance de l'EMT dans le cancer. Toutefois, 

l'inhibition partielle de l'expression du marqueur épithélial E-cadhérine suggère que le 

traitement de 24h ne soit pas suffisant pour permettre une pleine progression dans 

l'EMT et qu'un traitement de plus longue durée offrirait une EMT plus complète. 

En ce qui concerne l'étude réalisée avec le TGF-~1 et le cisplatine, le choix des 

lignées cellulaires a été inadéquat en raison de la machinerie signalétique défectueuse 

dans les cellules A2780 et A2780CP, ce qui compromet les résultats obtenus dans ce 

volet de l'étude. Afin de pallier cette situation, une stratégie différente devrait être 

employée afin de vérifier l'interaction entre la signalisation du TGF -~ et différentes 

mutations de la protéine p53. Par exemple, il serait envisageable d'utiliser les cellules 

SKOV -3, initialement sans p53 fonctionnel, et de réintroduire l'expression de la protéine 

p53 dans ces cellules, en utilisant un plasmide encodant une protéine p53 normale ou 

mutée. De cette façon, les résultats obtenus seraient davantage valides et pourraient 

efficacement être comparés avec comme avantage supplémentaire de ne faire varier que 

la protéine p53 puisque tous les résultats proviendraient de la même lignée cellulaire. 

Par ailleurs, notre modèle cellulaire corrèle avec une étude réalisée par Sood et al. 

à l'effet que des patientes atteintes de cancer ovarien possédaient des métastases 

distantes seulement si leur cancer n'exprimait pas la protéine p53 [125]. De manière 
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similaire, dans notre modèle d' étude, seule la lignée SKOV -3, sans p53 fonctionnel, 

possède des caractéristiques de cellules mésenchymales en conditions basales in vitro et 

est directement issue des ascites d' une patiente, une indication d' une tendance vers la 

métastasie [6, 183]. Sans traitement, cette lignée possède une morphologie irrégulière se 

rapprochant du fibroblaste avec prolongements cytoplasmiques et possède une capacité 

de migration évidente lors d' un essai de migration, refermant 80 % de la plaie après 

seulement 24h. Ces aspects renforcent l' hypothèse selon laquelle p53 serait requise en 

conditions basales afin de réprimer l' induction de l'EMT chez les cancers ovariens, 

malgré que p53 ne soit pas en mesure de contrer complètement l'induction de l'EMT par 

le cisplatine. 

Une hypothèse pour expliquer ce phénomène pourrait provenir de la capacité de 

p53 à induire l' expression de micro-ARNs, dont certains des familles miR-200 et miR-

34, qui ont pour fonction de réprimer l' expression des protéines Snail, Slug et ZEB1 

notamment, en ciblant leur ARNm. En perdant cette fonction pour p53 , les cellules 

pourraient perdre ces inhibiteurs de l'EMT et, en conditions basales, être en mesure de 

progresser dans cette transition pour obtenir certaines propriétés de cellules 

mésenchymales. 

La transition épithéliale-mésenchymale est un phénomène préoccupant pour les 

patients atteints de cancer puisqu' elle favorise la progression tumorale ainsi que 

l' apparition de métastases. De plus, puisqu'environ 90 % des cancers ovariens sont 

d'origine épithéliale [41] , l'EMT doit être considérée comme une menace à prendre au 

sérieux. L' importance de l'EMT dans le cancer ne se limite pas seulement au processus 

métastatique, mais concerne également l' acquisition de résistance à la mort induite par 

les thérapies couramment utilisées (notamment la chimiothérapie et la radiothérapie), la 

résistance à l' anoïkose, l'évasion du système immunitaire ainsi que l' apparition d'un 

phénotype de cellules souches [40]. Ces nombreuses facettes de l'EMT renforcent son 

implication dans le cancer et la possible corrélation avec un haut taux de mortalité chez 

les patients affectés par cette maladie. En raison de ces multiples facettes de l'EMT, 

emp~cher son développement dans le cancer est un objectif qu' il serait particulièrement 
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bénéfique à atteindre pour augmenter les chances de survie des patients et améliorer leur 

qualité de vie. 

Cette étude a permis, tout d ' abord, de confirmer l' induction de l'EMT par le 

cisplatine chez le cancer ovarien, processus qui se produit par la voie de la MAPK Erk. 

Par la suite, nous avons démontré, pour la première fois , la capacité du Resvératrol à 

inhiber la transition épithéliale-mésenchymale induite par le cisplatine chez le cancer 

ovarien. Cependant, nous avons étudié seulement deux lignées cellulaires, ce qui 

représente seulement une faible proportion des cancers ovariens et constitue donc une 

limitation importante de nos résultats. Pour remédier à cela, utiliser d ' autres lignées 

cellulaires de cancer ovarien est à envisager afin d'obtenir un échantillon davantage 

représentatif de tous les cancers ovariens chez la population et avoir une plus grande 

diversité cellulaire. 

Si les résultats s' avèrent intéressants avec les autres lignées cellulaires, il 

deviendrait alors envisageable d ' étendre l ' étude à d' autres cancers, par exemple ceux du 

sein et de l'utérus, afin de vérifier l'application de nos résultats. Éventuellement, vérifier 

cet aspect in vivo, chez des souris, serait la prochaine étape afin de conclure si les 

résultats obtenus peuvent être reproduits dans un modèle vivant. En effectuant une greffe 

de cellules cancéreuses, il serait possible de recréer une tumeur et de vérifier si le 

Resvératrol parvient toujours à inhiber la progression tumorale et la métastasie. De plus, 

cela permettrait de comparer divers modes d' administration du Resvératrol, soit par voie 

orale, intraveineuse ou même par injection localisée au site de la greffe tumorale, afin de 

déterminer la meilleure procédure pour obtenir un effet et une dose optimaux et mesurer 

la toxicité chez ce modèle animal. 

Comparer. des lignées cellulaires avec des différences dans l' expression de p53 est 

également un volet qu' il pourrait être intéressant d' étudier afin de mieux cerner une. 

implication potentielle de p53 dans la réponse cellulaire au Resvératrol. Par exemple, en 

utilisant les cellules SKOV-3 , sans p53 fonctionnel , il serait possible d' exprimer cette 
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protéine, mutée ou non, et d'évaluer son impact sur l'EMT, autant en conditions basales 

que lors de traitements avec le Resvératrol et le cisplatine. 

Outre l'inhibition de l'EMT, le Resvératrol possède également la capacité 

d' induire la mort cellulaire par autophagie chez notre modèle de cellules cancéreuses, et 

ce, plus efficacement chez A2780, également sensible au cisplatine. Ce résultat suggère 

que l' acquisition de la résistance au cisplatine augmenterait également la résistance à 

d'autres formes de mort cellulaire, conférant par le fait même un avantage 

supplémentaire aux cellules résistantes au cisplatine. Chez de telles cellules 

multirésistantes, l'utilisation de composés induisant l' autophagie serait limitée en raison 

de sa plus faible efficacité. Toutefois, le Resvératrol induit également la sénescence dans 

notre modèle cellulaire, ce qui offre une stratégie thérapeutique intéressante pour le 

traitement du cancer ovarien. En effet, cela permet de contourner la résistance à la mort 

cellulaire afin d' empêcher le cancer de progresser malgré qu' il ne soit pas éliminé. Cela 

représenterait un atout intéressant pour contrôler la maladie et diminuer ses ravages chez 

les patients qui en sont atteints et dont le cancer est réfractaire aux traitements 

présentement en usage clinique. 
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