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Résumé

Le cancer de I'ovaire est le cancer gynécologique le plus létal, et cinquiéme cause de mort
attribuable au cancer chez les femmes nord-américaines. La létalité de cette maladie est due
notamment a sa détection tardive, a sa forte hétérogénéité, et a sa résistance au traitement.
L'amélioration du sort des patientes atteintes du cancer de I'ovaire passera donc par une
meilleure caractérisation de la maladie, ce qui inclut la découverte de biomarqueurs et le
développement de voies de traitement efficaces. Pour ce faire, des modeéles d’étude
représentatifs et bien caractérisés sont nécessaires, et la nature hétérogene du cancer de I'ovaire

souligne le besoin d’'un grand nombre de modéles diversifiés sous plusieurs aspects.

Les modeéles cellulaires sont une option peu dispendieuse et facile a entretenir, avec
lesquels il est possible d’effectuer des expériences a haut débit. La fiabilité des modeéles cellulaires
se base sur I'abondance et la diversité, ou un grand nombre de lignées cellulaires issues de
contextes cliniques et moléculaires variés sont requises pour dresser un portrait représentatif de
la maladie. Dans le cadre de cette thése, dix nouveaux modeles de cancer épithélial de I'ovaire,
incluant des lignées de deux sous-types rares, sont décrits et caractérisés rigoureusement. Ces
modeéles sont diversifiés en phénotypes et en génotypes, et sont démontrés comme
représentatifs de la maladie de laquelle ils sont issus. Ces nouvelles lignées, s’ajoutant a plusieurs
autres dérivées dans notre laboratoire, pourront servir a étudier le cancer de I'ovaire sous

plusieurs aspects.

Notamment, un nombre de ces lignées ont servi a I’étude de la résistance au traitement
aux inhibiteurs de la polymérase de poly(ADP-ribose) (PARP), une voie thérapeutique émergente
des dix dernieres années. Malgré des études prometteuses, plusieurs patientes ne répondent pas
au traitement initial, ou cessent de répondre aprés une durée de traitement, menant a une
rechute. Ces deux phénoménes, dits résistance intrinséque et résistance acquise respectivement,
nuisent grandement a la survie des patientes. A I'aide de lignées cellulaires initialement sensibles,
nous avons développés des modeles de résistance acquise aux inhibiteurs de PARP par exposition
prolongée. Ces lignées dérivées, en combinaison avec des lignées intrinsequement résistantes,

ont mené a la découverte d’un traitement combiné synergique entre les inhibiteurs de PARP et



une autre classe de molécule, les inhibiteurs de la nicotinamide phosphoribosyltransférase
(NAMPT). Cette enzyme étant responsable de la synthése du substrat de PARP, la combinaison
de ces deux thérapies éradique de facon efficace les modeles résistants, autant a résistance
acquise gu’intrinséque, et ralentit la croissance tumorale en modele murin. Les inhibiteurs de
PARP étant déja approuvés, et les inhibiteurs de NAMPT étant déja en essais cliniques, la
combinaison de ces voies thérapeutiques serait facilement envisageable en clinique, et
I"'universalité de son efficacité pourrait drastiquement améliorer le sort de patientes atteintes du

cancer de I'ovaire, n’ayant aucun autre recours efficace.

Mots-clés : cancer de I'ovaire, modeles, lignées cellulaires, inhibiteurs de PARP, résistance au

traitement, inhibiteurs de NAMPT, synergie, xénogreffes.



Abstract

Ovarian cancer is the most lethal gynecological cancer, and fifth leading cause of cancer-
related deaths in North American women. The lethality of this disease is notably due to its late
detection, its strong heterogeneity, and its resistance to treatment. Improving the fate of ovarian
cancer patients will require a better characterization of the disease, which includes discovering
biomarkers and effective treatment options. To this effect, representative and well characterized
study models are required, and the heterogeneous nature of ovarian cancer underlines the need

for a vast number of models with diverse characteristics.

Cellular models are an inexpensive and easy to maintain option, with which high
throughput experiments are possible. The reliability of cellular models depends on their
abundance and diversity, where a large number of cell lines from various clinical and molecular
contexts are required to accurately represent the disease. In the context of this thesis, ten new
models of epithelial ovarian cancer, including cell lines of two rare subtypes, are described and
rigorously characterized. These models are diverse in phenotype and genotype, and are shown to
accurately represent the disease from which they are derived. These new cell lines, in addition to
many others described in our laboratory, will serve to better study ovarian cancer and its many

facets.

Notably, a number of these cell lines were used to study resistance to poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP) inhibitor treatment, an emerging therapy of the past ten years. Despite
encouraging studies, a number of patients do not respond initially, or cease to respond after a
length of treatment, leading to relapse. These two phenomena, dubbed intrinsic and acquired
resistance respectively, greatly hinder patient survival. Using initially sensitive cell lines, we
developed models of acquired PARP inhibitor resistance by prolonged exposure. These derived
cell lines, along with intrinsically resistant cell lines, served to discover a synergistic combination
treatment between PARP inhibitors and another «class of drugs, nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT) inhibitors. NAMPT as an enzyme is mainly responsible for
synthesizing PARP’s substrate, and the combination of these two therapies effectively inhibits

models of both intrinsic and acquired resistance, and slows tumor growth in mice. PARP inhibitors



are already routinely used in the clinic, and NAMPT inhibitors are currently undergoing clinical
trials, making this combination of therapeutic options easily conceivable for clinical use in the
future, and the universality of its efficacy could drastically improve the fate of ovarian cancer

patients who are out of options.

Keywords : ovarian cancer, models, cell lines, PARP inhibitors, resistance to treatment, NAMPT

inhibitors, synergy, xenografts.
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Chapitre 1 - Introduction

1.1 Le cancer

Un os d’homininé datant de 1.6 a 1.8 millions d’années a été retrouvé en 2016 avec des
signes de maladie néoplasique (1), et un papyrus d’Egypte antique d’environ 3000 av. J.-C. illustre
un cas de cancer du sein, noté comme incurable (2). Le cancer est une maladie ubiquitaire,
présente depuis toujours, autant chez I’'Homme que chez les animaux (3). Auparavant considérée
comme un décret de mort, le cancer est maintenant beaucoup mieux compris. Nous connaissons
plusieurs de ses causes et facteurs accélérateurs, et possédons le savoir-faire pour le traiter.
Malgré cela, le cancer demeure I'une des premiéres causes de mortalité au monde (4); en 2018,

18.1 millions ont été diagnostiqués et 9.5 millions sont morts de causes attribuables au cancer

(5).

Le cancer est virtuellement toujours issu d’altérations dans le génome et I'épigénome des
cellules (6, 7). Ces mutations sont spontanées, mais peuvent découler de diverses sources, soient
héréditaires ou environnementales (8). Les sources environnementales incluent le tabac (9), la
radiation UV (10), I'infection a certains virus (11-13) et I'exposition a plusieurs autres substances
carcinogenes (14). Les sources dites héréditaires sont des mutations germinales, transférables
verticalement, qui induisent souvent une instabilité génomique et favorisent I'apparition de
mutations tumorigénes. Un grand nombre de ces facteurs, nommeés syndromes de prédisposition,
ont été découverts au fil du temps (15). Le premier de ces génes, étudié en 1986, est la mutation
du géne RB1, qui prédispose au rétinoblastome (16). Depuis, plusieurs autres ont été élucidés,
dont la mutation des genes BRCA1 et BRCA2, qui prédisposent au cancer du sein et de 'ovaire

(17).

1.2 Le cancer de l'ovaire

Le cancer de I'ovaire est un cancer peu fréquent, représentant environ 2.3% de tous les
cas de cancer diagnostiqués chez les femmes américaines (18). Au Canada, cette statistique était
estimée a 2.8% pour 2020 (19). Malgré son faible taux d’incidence, le cancer de 'ovaire est la

cinquieme plus importante cause de mort attribuable au cancer chez les femmes nord-
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américaines. Environ 5% des morts par cancer chez les femmes est d au cancer de I'ovaire (18,
19), avec un taux moyen de survie a 5 ans estimé a 47% (29% au stade avancé (20)), le classant

comme le cancer gynécologique le plus létal (20, 21).

1.2.1 Létalité

La létalité du cancer de l'ovaire est attribuable a plusieurs caractéristiques définissant la
malade. Notamment, les symptomes vagues et non spécifiques quil'accompagnent ménent a une
détection tardive, lorsque la maladie est déja a un stade avancé dans 70% des cas (22). Il arrive
également que les patientes atteintes de la maladie n’aient pas de symptomes discernables (20,
22, 23). L’hétérogénéité du cancer de 'ovaire, autant entre les sous-types qu’entre les patientes
d’'un méme sous-type, voire méme entre les populations cellulaires au sein d’'une méme tumeur,
contribuent grandement a la difficulté du traitement et a la létalité de la maladie (24). Puis, une
grande partie de la létalité du cancer de I'ovaire est attribuable a la résistance au traitement. En
effet, 15% a 25% des patientes ne répondent pas au traitement initial (25) (résistance
intrinséque), et une majorité de celles qui répondent rechutent éventuellement avec une maladie

résistante, dite a résistance acquise (25-27).

1.2.2 Facteurs de risque

Un lien de prédisposition significatif a été établi entre le cancer de I'ovaire et plusieurs
facteurs, génétiques ou autres. L’historique familial et la présence de mutations germinales sont
une cause importante de cette maladie : en effet, ces facteurs sont impliqués dans environ 10%
des cas de cancer de |'ovaire, la majorité de ceux-ci étant dus spécifiquement a une mutation de
BRCA1 ou BRCA2, des génes impliqués dans la voie de la recombinaison homologue (homologous
recombination, HR) de la réparation de I’ADN (22, 28, 29). En présence d’une mutation dans |'un
de ces deux genes, le risque cumulatif du cancer de I'ovaire passe de 1.6% a 40% et 18%,
respectivement (22, 28). Le syndrome de Lynch, caractérisé par la mutation de I'un des génes de
la voie de réparation des mésappariements (mismatch repair, MMR) de la réparation de ’ADN
(30), est un autre facteur de risque génétique important dans le cancer de I'ovaire, faisant passer
le risque de maladie a 10-12% (22, 31). Plusieurs autres mutations génétiques, incluant les génes

STK11, PTCH1, BRIP1, PALB2, RAD51C et RAD51D, augmentent significativement les chances de
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développer un cancer de I'ovaire (20, 32, 33). Comme la prédisposition génétique est héréditaire,
un test de dépistage routinier chez les patientes atteintes du cancer de I'ovaire pourrait aider a

la surveillance et la gestion du cancer familial de I'ovaire (34).

D’autres facteurs non génétiques, tel la cigarette, 'endométriose, I'alimentation et
I’ethnicité, ont été démontrés comme pouvant impacter I'incidence de la maladie (22). Une
corrélation positive entre I'incidence du cancer de I'ovaire et le nombre cumulatif d’ovulations,
soit d( a I'age, la ménopause tardive, la nulliparité et/ou la puberté précoce, a également été

établie (20, 23, 35).

1.2.3 Site primaire

Les ovaires sont des organes ellipsoides suspendus entre I'utérus et les parois latérales
pelviennes, reconnaissables par la présence de follicules (36), et servent a la production des
gametes (ovules) et d’hormones (notamment I'estrogene, la progestérone et I'inhibine) (37). Le
cancer de l'ovaire est en réalité un ensemble de maladies distinctes affectant I'ovaire. Une
premiere distinction est faite selon les cellules d’origine de la tumeur a méme I'ovaire, soient
épithéliales, germinales ou stromales (38). Les cellules épithéliales forment une couche de surface
autour de l'ovaire (39, 40), les cellules germinales (ou ovocytes), contenues dans les follicules,
sont les cellules reproductrices (39, 40), et les cellules stromales constituent le tissu interstitiel de
I'ovaire (40, 41) (Figure 1). Les carcinomes épithéliaux ayant comme site primaire le péritoine ou
les trompes de Fallope sont aussi généralement regroupés dans le cancer épithélial de I'ovaire

(CEQ), puisque ces tumeurs se propagent rapidement aux ovaires (42).
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Figure 1 - Histologie de I'ovaire normal?.

1.23.1 Cancer non épithélial de I'ovaire

Les tumeurs stromales et des cordons sexuels de I'ovaire représentent environ 7% de tous
les cas de cancer de |'ovaire, et sont issues des cellules stromales ou folliculaires (43). La majorité
des cas de tumeurs stromales de I'ovaire sont diagnostiqués chez les jeunes patientes (43), et
sont généralement de bas grade. Les malignités stromales les plus communes sont les tumeurs
de la granulosa (44), mais incluent aussi les tumeurs a cellules de Sertoli et le fibrosarcome (45).
Les tumeurs germinales sont plus rares, représentant environ 3% de tous les cas de cancer de
I'ovaire, la majorité des cas diagnostiqués chez les adolescentes et femmes de moins de 30 ans
(45, 46). Les cas les plus communs de tumeurs germinales sont les dysgerminomes, les tumeurs
du sinus endodermique (yolk sac tumor) et les tératomes immatures (45, 46). Le reste des cas de
cancer de I'ovaire sont les cancers épithéliaux de I'ovaire (CEO), sur lesquels cette these se

concentrera davantage.

! Figure reproduite de sa publication originale avec permission de I'auteur :
40. King DG. Ovarian Cortex : Southern lllionois University Carbondale; 2021 [2022]. Disponible:
https://histology.siu.edu/erg/RE007b.htm
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1.2.3.2 Cancer épithélial de I'ovaire

Jusqu’a 90% des cas de cancer de I'ovaire sont des CEO (45, 47). Issues des cellules de
I’épithélium, la majorité des CEO sont subdivisés en cing groupes majeurs selon leur morphologie,
architecture tissulaire, et caractéristiques moléculaires et histopathologiques. Le sous-type le
plus commun est le carcinome séreux de haut grade (CSHG), représentant la majorité (70%) des
cas de CEO (24). Le CSHG est généralement compris comme un continuum initié aux trompes de
Fallope, passant de cellules épithéliales des trompes paraissant normales qui surexpriment p53
(signature p53), a des lésions cytologiques atypiques (serous tubal intraepithelial lesion, ou STIL),
puis a une forme morphologiquement reconnaissable de carcinome pelvien (serous tubal

intraepithelial carcinoma, ou STIC), considérée comme lésion précurseur du CSHG (48, 49).

Les sous-types moins communs sont le carcinome mucineux (CM) (2-3%), le carcinome a
cellules claires (CCC) (5-10%), le carcinome endométrioide (CE) (10%) et le carcinome séreux de
bas grade (CSBG) (<5%) (24, 50). Les autres possibles sous-types épithéliaux, incluant les tumeurs
de Brenner, les tumeurs a la limite de la malignité (ou « borderline »), et les carcinomes
indifférenciés ou a cellules mixtes, ne seront traités dans le cadre de cette thése, mais sont aussi

d’intérét dans le contexte de I’étude du CEO (45).

1.2.4 Sites secondaires

L'un des facteurs contribuant grandement a la létalité du cancer de l'ovaire est sa
détection tardive chez environ 70% des patientes (51, 52). La détection tardive est généralement
accompagnée d’une dissémination des cellules tumorales au péritoine et a I'épiploon, une couche
de tissu adipeux couvrant la cavité abdominale, via le liquide péritonéal (53), et cette
dissémination est souvent associé a une accumulation d’ascites dans la cavité abdominale dans
les stades avancés (52). La propagation de métastases affecte aussi fréquemment les organes
proximaux comme le c6lon sigmoide ou la vessie (52, 53). Aux stades plus avancés, les métastases
se rendent jusqu’a la plevre, aux ganglions et au foie (53, 54), via la circulation péritonéale,

lymphatique et sanguine (52-55).
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1.3 Le cancer épithélial de I'ovaire

1.3.1 Caractéristiques moléculaires

Les divers sous-types du CEO peuvent étre distingués par plusieurs caractéristiques
génétiques, protéiques et histologiques, qui sont importantes pour le diagnostic du sous-type de
la maladie (56), ainsi que pour distinguer le CEO primaire d’autres pathologies confondantes,
comme les cancers gastrointestinaux métastatiques a I'ovaire (57). Notamment, |'expression de
cytokératines comme CK7, CK8, CK18 et CK19 peuvent servir a confirmer la nature épithéliale de

tumeurs de CEO (58).

1.3.1.1 Carcinome séreux de haut grade

Le CSHG est caractérisé par la perte de fonction de la protéine p53, soit par silencage
génétique ou par mutation somatique du gene TP53, dans prés de 100% des cas (59, 60). Ces
mutations ont comme effet la perte d’expression (mutation nulle) de p53, ou la surexpression
d’une variante non fonctionnelle de cette protéine, et ces différents profils peuvent avoir des
impacts variés sur la tumeur, notamment au niveau des voies de signalisation (61). Il a été suggéré
que la perte de fonction de p53 est trés précoce, initie et est essentielle au développement de la
maladie (62). D’autres genes moins fréquemment mutés dans le sous-type CSHG incluent NF1,
BRCA1, BRCA2, RB1, PTEN, CDK12, CSMD3 et FAT3 (59, 60, 63). Cependant, il a été démontré que
la mutation des génes TP53, PTEN et RB1 constituerait le noyau de la transformation du CSHG
(63). En plus de caractéristiques génétiques, la présence et |I'absence de plusieurs marqueurs
protéiques et histopathologiques clés permettent I'identification du sous-type CSHG. La protéine
WT1 est exprimée dans la majorité des tumeurs séreuse (CSHG et CSBG), mais peu fréquemment
dans les tumeurs CE, CCC ou CM (64). Egalement, la mutation caractéristique de TP53 des tumeurs
CSHG est reflétée au niveau protéique p53 par une expression anormale, soit une surexpression
robuste ou une absence d’expression (58), s’agissant d’une caractéristique presque ubiquitaire

(mais non exclusive) du sous-type CSHG (58, 62, 65).
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1.3.1.2 Carcinome séreux de bas grade

Contrairement au CSHG, le CSBG est trés peu souvent muté au gene TP53; les tumeurs
portent plutét fréquemment une mutation dans I'un des génes de la voie Ras, soit KRAS, BRAF,
NRAS ou ERBB2 (66, 67). Les tumeurs de type CSBG peuvent étre distinguées au niveau protéique
par I'expression de WT1, comme les tumeurs CSHG, mais par une expression normale de p53,

ainsi qu’une expression irréguliére plutét que diffuse de la protéine p16 (65).

1.3.1.3 Carcinome mucineux

Des mutations du géne KRAS sont souvent observées dans le CM, ainsi que des mutations
occasionnelles de TP53 et de ERBB2 (68-70). Des altérations moins fréquentes mais récurrentes
des genes BRAF et CDKN2A ont également été observées (71). Au niveau protéique, les tumeurs
de ce sous-type peuvent étre différenciées par 'absence d’expression de marqueurs des autres
sous-types : WT1 (CSHG) (58, 64, 65, 72, 73), Napsin A (CCC) (58, 72, 74), et PR et ER (CE) (58, 72,
73, 75, 76). Le carcinome mucineux peut également étre confondu avec les tumeurs d’autres
organes (colorectales, endométriales, appendiculaires) métastasées aux ovaires (70, 77);
I’expression positive de MUC2, de MUCS5AC (78) et de PAX8 (79), ainsi que I’expression négative
de SATB2, de la villine, de CDX2 et de CK20 (80), peuvent notamment servir pour différencier le

CM de I'ovaire primaire des tumeurs métastatiques similaires.

1.3.14 Carcinome a cellules claires

Les CCC sont porteurs des mutations fréquentes des génes ARID1A et PIK3CA (81-84), et
des mutations récurrentes de TP53, PTEN et KRAS (82). Dans une majorité des cas de CCC, au
moins un gene de la voie mTOR est muté, incluant PIK3CA et PTEN (82, 84). Le CCC peut étre
identifié par I'expression positive de Napsin A (58, 72, 74) et par I'absence d’expression de WT1
(58, 64, 73). Comme le CM de I'ovaire, le CCC peut étre confondu avec le cancer métastatique
d’autres organes, notamment le CCC rénal et le cancer de I'endomeétre (85-87). L'expression
positive de Napsin A et de certaines cytokératines (CK17, 34BE12 et CAMS5.2), ainsi que
I’expression négative de ER, PR, WT1, neprilysin et ARID1A, peuvent entre autres servir a

démarquer le CCC de 'ovaire des autres cancers a caractéristiques similaires (85-88).
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1.3.1.5 Carcinome endométrioide

Les CE sont des cancers hétérogenes, fréquemment porteurs de mutations des genes
CTNNB1, KRAS, PIK3CA, PIK3R1, KMT2D, KMT2B, PTEN, ARID1A, SOX8 et TP53 (89-91). Les
mutations des genes PIK3R1, PTEN et ARID1A sont cependant plus fréquentes dans le cancer de
I’endomeétre que dans le CE de I'ovaire (89, 90, 92). Au niveau protéique, le CE se distingue par

son expression de PR et ER (58, 65, 75, 93) et I'absence d’expression de WT1 (58, 65).

1.3.2 Modeéles d’étude

La caractérisation du CEO et de ses sous-types en laboratoire est rendue possible par
I’étude de modeles dérivés de patientes, représentatifs de la maladie. Chaque modele a ses forces
et faiblesses, et la découverte de biomarqueurs, les études mécanistiques et le développement
de traitements passent généralement par une combinaison de plusieurs types de modeles

complémentaires.

1.3.2.1 Modeéles a base de tissus

Les modeles a base de tissus sont directement issus d’échantillons tumoraux de patientes
atteintes de la maladie. Ce type de modeéle est généralement phénotypiquement proche de la
tumeur d’origine, et est avantageux par sa représentativité fidele de la maladie (94). En effet, ces
modeles préservent l'architecture et la composition tumorale d’origine, maintenant ainsi
I’hétérogénéité intratumorale caractéristique du CEO et, dans plusieurs de ces modeles, les
interactions avec le micro-environnement tumoral (95-97). Les xénogreffes dérivées de patientes
(XDP) sont I'un de ces modeles, ou un échantillon d’'une tumeur de patiente est prélevé et greffé
a un modele animal, généralement une souris (95). Le taux d’implantation des tumeurs dans ce
genre de systeme a longtemps été relativement faible, quoique certains protocoles plus récents
observent un taux d’implantation amélioré (98, 99). L'utilisation d’animaux lourdement
immunodéficients améliore notamment le taux de réussite (95, 100). Le modéle de XDP
reconstitue les interactions entre la tumeur et le stroma et maintient I’'hétérogénéité
intratumorale, mais en plus du faible taux d’implantation, ce modele est lent, restreint en nombre
d’expériences possibles par la quantité d’échantillon, plutot colteux, et difficilement accessible

pour les centres de recherche non affiliés a un hopital (95, 96). Malgré que les échantillons

28



puissent étre maintenus par passages en modele murin pour étre utilisés a plus long terme,
chaque passage cause une sélection de sous-populations tumorales et des altérations du
microenvironnement tumoral (101, 102). Parallelement aux XDP, la culture de tranches de tissus
organotypiques a longtemps été établie comme modele d’étude tissulaire représentatif de la
tumeur et de son organisation, et est encore utilisée aujourd’hui (103-105). Or, il a récemment
été démontré que la culture de tranches de tissus est accompagnée de certains problemes de
viabilité et de nécrose, di a I'"hypoxie (106). Un modele alternatif émergent fait usage de la
microdissection tumorale et d’appareils microfluidiques, ou un échantillon de tumeur prélevé est
disséqué en pieces micrométriques et arrangés dans des systemes de canaux. Cette méthode
permet I'étude de la tumeur en maintenant sa viabilité et son hétérogénéité, et en reconstituant
au moins partiellement le micro-environnement tumoral, et ce sur des courtes périodes de temps
dans un plus grand nombre de conditions. Les modeles microfluidiques ont un taux de réussite
beaucoup plus élevé que les XDP (97) et un plus faible taux de nécrose que les tranches de tissus
(106). Ce type d’approche requiert cependant une plateforme spécialisée, et demeure difficile
d’accés sans un hopital affilié pour les échantillons de patientes. D’autres approches incluent la
collection d’ascites ou la digestion de tumeurs solides, qui sont ensuite agrégées pour former des
organoides primaires, permettant ainsi I'étude in vitro d’échantillons de patientes en 3D (107).
Cette méthode a aussi un taux de succes plus élevé, mais ne maintient pas la structure originale
de la tumeur (108). Plus simplement, des échantillons de patientes, surtout d’ascites, peuvent
étre mis en pétri et cultivées comme culture primaire en 2D, sacrifiant structure et
microenvironnement tumoral pour faciliter I'utilisation et I'entretien, tout en maintenant une
proximité génétique a la tumeur d’origine (109). Alternativement, les échantillons tissulaires
primaires peuvent étre mis en biobanque, permettant leur utilisation sur le long terme,

notamment pour de nombreux essais moléculaires dans la recherche de biomarqueurs (110).

1.3.2.2 Modeéles cellulaires

Comme les modeles a base de tissus, les modeéles cellulaires sont originalement issus
d’échantillons de patientes. Cependant, ceux-ci sacrifient de la fidélité a la tumeur d’origine en
échange d’une plus grande accessibilité, une facilité d’entretien, de faibles co(ts d’utilisation, une

durée de vie virtuellement infinie, et une possibilité d’analyses a haut débit (111). Le modele le
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plus courant de ce type est la lignée cellulaire immortalisée, ou un échantillon de patiente est mis
en culture en laboratoire, et ol une population de cette tumeur subit une immortalisation, soit

induite ou spontanée (112, 113).

Les lignées cellulaires peuvent facilement étre amplifiées et maintenues en culture
pendant de longues périodes de temps, permettant une grande versatilité d’essais moléculaires
en 2D (111, 114). Or, une lignée cellulaire, quoique potentiellement non homogeéne (115), ne
représente pas aussi pleinement I’hétérogénéité de la tumeur d’origine, exclut certains éléments
de la tumeur tels les cellules immunitaires, le stroma et les fibroblastes associés a la tumeur, et
ne maintient ni la structure, ni le micro-environnement de la tumeur d’origine (111). Par contre,
les lignées cellulaires peuvent étre agrégées pour former des sphéroides ou organoides pour des
analyses en 3D (116), ou injectées dans des animaux pour former des xénogreffes (117),
récapitulant ainsi au moins partiellement la structure, le micro-environnement et les interactions

de la tumeur, renforgant ainsi la versatilité de ce type de modele (111).

De plus, les modeles cellulaires peuvent étre dérivés davantage pour I'étude de certains
phénomeénes; la sélection clonale ou sous-populationnelle, I'édition génétique et la transfection
peuvent servir a créer de nouveaux modeéles a partir de lignées cellulaires existantes (118-120).
Notamment, I'exposition a long terme d’une lignée cellulaire a une drogue peut permettre de
dériver une lignée apparentée résistante a ladite drogue, permettant ainsi I’étude du phénoméne

de résistance au traitement (121).

Considérant la nature hétérogene du CEO, I'étude de la maladie requiert un grand nombre
de modeles hautement diversifiés avec des caractéristiques cliniques bien décrites et variées,
prenant en compte la génétique, les mutations et I'historique de traitement des patientes. Cette
problématique est accentuée pour les sous-types moins communs; un relativement grand
nombre de lignées de type séreuses existent dans la littérature, mais beaucoup moins ont été
publiées pour le CCC, le CE, le CM et le CSBG. La base de donnée Cellosaurus, recueillant toutes
les lignées publiées, permet notamment d’évaluer le nombre de modeéles cellulaires disponibles
(Figure 2) (112, 122-127). Parmi les 810 modeles de cancer de |'ovaire inclus dans cette base,

excluant les 194 secondairement dérivées, 36 sont de nature douteuse (contaminées ou
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potentiellement mal identifiées), 8 ont été manipulés pour fin de transformation, et 3 ont été
discontinués par le fournisseur, laissant 569 modeles divers de cancer de I'ovaire. Puis, parmi les
525 lignées épithéliales, excluant les 148 n"ayant pas de sous-type spécifié, la grande majorité est
soit de type CSHG ou carcinome séreux non gradé (246 sur 376), et il existe peu de modéles des
autres sous-types. Il est a noter cependant que malgré qu’un grand nombre de lignées du type
CSHG aient été publiées, des analyses approfondies effectuées sur ces lignées, dont plusieurs
couramment utilisées, ont fortement suggéré qu’un nombre de celles-ci ne sont pas
représentatives de la maladie au niveau génétique, et seraient de mauvais modéles d’étude pour
cette raison (128). La puissance des modeles cellulaires se base sur leur multiplicité, soulignant le

besoin d’établir de nouvelles lignées fiables et bien caractérisées, surtout pour les sous-types plus

rares.
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Figure2—-  Lignées de cancer de I'ovaire existantes, extraites de Cellosaurus.
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1.3.3 Stratégies thérapeutiques cliniques

1.3.3.1 Détection

Le CEO est largement asymptomatique aux stades précoces, et les symptdmes aux stades
tardifs sont ambigus et peu spécifiques (20, 22, 23, 51). Certains symptomes peuvent étre
confondus avec les symptomes d’autres conditions comme la dyspepsie, le syndrome du c6lon
irritable ou les menstruations (23, 129). En effet, les symptomes les plus communs incluent la
distension ou le ballonnement abdominal, la formation d’'une masse au niveau de I'abdomen, la
douleur abdominale et le saignement vaginal anormal (23). Malheureusement, ces symptomes
sont souvent indicateurs d’une maladie déja avancée (130). En effet, la majorité des patientes

sont diagnostiquées a des stades avancés (22).

Contrairement a d’autres maladies comme le cancer du sein ou du col de I'utérus, il n’y a
pas de dépistage de routine pour le cancer de I'ovaire (131), a moins d’antécédents familiaux
pouvant souligner une mutation germinale BRCA ou le syndrome de Lynch, une mutation dans
I'un des genes de la voie du MMR (132, 133). Dans le cas d’apparition de symptémes, ou de
patientes a risque élevé, la détection du cancer de |'ovaire se fait surtout par échographie
intravaginale et par dosage sérique du marqueur CA-125 (132). Or, plusieurs études ont démontré
que le CA-125 est peu sensible aux stades précoces de la maladie, ainsi que peu spécifique comme
marqueur, pouvant étre affecté par plusieurs facteurs confondants comme les menstruations, la
grossesse et I'endométriose (134-137). Une autre protéine, HE4, a été étudiée par plusieurs
groupes comme marqueur du cancer de I'ovaire pour potentiellement remplacer le CA-125 ou y
étre combiné, et les résultats sont encourageants (134, 136, 138). D’autres méthodes de
dépistage, dont des algorithmes multifactoriels comme l'indice de risque de malignité (risk of
malignancy index, RMI), I’algorithme de risque de malignité ovarienne (risk of ovarian malignancy
algorithm, ROMA) et |'algorithme de risque de cancer ovarien (risk of ovarian cancer algorithm,
ROCA), ont été proposés sans réelle amélioration aux techniques existantes (20, 134). La
recherche pour de nouvelles méthodes de prédiction précoce, intégrant par exemple '’ADN
tumoral circulant ou I'épigénétique, est encore sujet d’actualité, et plusieurs études examinant

cet aspect de la maladie sont en cours (139-143).
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1.3.3.2  Evolution du traitement

Le traitement du cancer de I'ovaire a vu quelques changements au fil des ans. Avant les
années 1950, seules la chirurgie et la radiothérapie étaient utilisées comme traitement de
premiere ligne (144). L’avenement des agents cytotoxiques comme le melphalan en tant que
traitement curatif plutét que palliatif, dans les années 60, a induit un changement de paradigme
pour la maladie (144, 145). Puis, le cisplatine a été rapporté comme efficace contre le cancer dans
les années 60, et approuvé par le Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis en 1978
(146), marquant le début de I'utilisation d’agents a base de platine dans le traitement du cancer
de I'ovaire (144). L'efficacité du paclitaxel (Taxol) a été évaluée pour la premiere fois dans le
cancer de l'ovaire en 1989 (147), et un essai clinique de 1996 a montré que ce poison des
microtubules était plus efficace en combinaison avec le cisplatine que le cyclophosphamide (148).
Le carboplatine, un analogue du cisplatine, aura éventuellement remplacé ce dernier d(i a sa

toxicité réduite (149-151).

Les CSHG sont particulierement sensibles aux effets cytotoxiques des agents a base de
platine (152, 153), en partie d0 aux défauts de la voie de réparation du HR, ou les cellules ne
peuvent pas réparer les dommages a I’ADN entrainés par ces agents cytotoxiques. Malgré une
excellente réponse initiale, la majorité des patientes développent une maladie récurrente (20, 51,
154), d’ol 'urgence de développer des stratégies pour contrer ou prévenir les récidives. Dans les
années 2010, il y a eu d’importants développements dans la recherche d’alternatives plus
efficaces et moins toxiques. Deux types de thérapie ciblée ont été approuvés en cancer de
I'ovaire, et plusieurs autres sont en essais cliniques. Le premier inhibiteur anti-angiogénique
ciblant le vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), bevacizumab, a été approuvé en Europe
en 2011, puis aux Etats-Unis et au Canada, pour le traitement du cancer de l'ovaire, en
combinaison avec la chimiothérapie de premiére ligne et comme traitement d’entretien de
premiere ligne en monothérapie (155, 156). Parallelement, olaparib est le premier inhibiteur de
la polymérase de poly(ADP-ribose) (PARP) qui a initialement été approuvé par le FDA aux Etats-
Unis en 2014, dans le contexte du traitement d’entretien apres plusieurs lignes de chimiothérapie

(157). Deux autres, rucaparib et niraparib, ont été approuvés depuis (158, 159) (Figure 3).
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1.3.3.2.1 Thérapies en études cliniques

Plusieurs essais cliniques récents s’intéressent a I'efficacité de bevacizumab dans le cancer
de I'ovaire, seul ou en combinaison avec d’autres traitements (160); d’autres traitements anti-
angiogéniques sont aussi en évaluation, incluant cediranib et pazopanib (160). Deux autres
inhibiteurs de PARP trés prometteurs, talazoparib et pamiparib, sont également en essais
cliniques pour le cancer de I'ovaire, talazoparib ayant déja été approuvé pour le cancer du sein
(27,161-163) (Figure 3). En plus des anti-angiogéniques et des PARPi, d’autres classes de thérapie
ciblée sont également en cours de développement et en essais cliniques dans le cancer de
I'ovaire. En effet, ces voies de traitement incluent I'immunothérapie (164-167), les inhibiteurs du
folate receptor alpha (168-170), les inhibiteurs des tyrosine kinases EGFR (epidermal growth
factor receptor) (171-173), les modulateurs du cycle cellulaire (via WEE1 et CHK1/2) (174-176),
les régulateurs du destin cellulaire (apoptose, sénescence, nécroptose) (177-179), et diverses

combinaisons de ces thérapies (168, 179-184).
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Figure 3 - Inhibiteurs de PARP approuvés ou en études cliniques.
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1333 Traitement de premiére ligne

La chirurgie de réduction tumorale avec comme objectif la cytoréduction compléete sans
maladie résiduelle (salpingo-ovariectomie, accompagnée d’une hystérectomie, résection
intestinale, omentectomie, et autre, au besoin) et la chimiothérapie adjuvante ou néoadjuvante
sont la pierre angulaire peu importe le sous-type histologique (185-187). La chimiothérapie
administrée est, dans la majorité des cas, une combinaison de I'agent alkylant carboplatine et du
paclitaxel (188-190). Depuis I'avenement des thérapies ciblées, le traitement de premiére ligne
recommandé par le National Comprehensive Cancer Network (NCCN) inclut également ces
thérapies émergentes : a la chimiothérapie de premiére ligne peut s’ajouter le bevacizumab pour
la maladie de stade Il et plus (191). Si la maladie est décelée a bas stade, on recommande la
surveillance aprés traitement de premiére ligne; dans les cas plus avancés, un traitement
d’entretien est par la suite administré a long terme afin de minimiser les chances d’une rechute
(191); si la patiente a recu du bevacizumab en premieére ligne et a bien répondu, le traitement
d’entretien recommandé est une combinaison d’olaparib et de bevacizumab. En I'absence de
bevacizumab en premiére ligne, le NCCN recommande un traitement d’entretien de niraparib en

monothérapie, ou d’olaparib en monothérapie si la patiente porte une mutation BRCA (191).

1.3.3.4 Traitement des récidives

Chez la majorité des patientes, surtout celles dont la maladie a été diagnostiquée aux
stades plus avancés, il y a rechute aprés le traitement initial, nécessitant un traitement de
deuxiéme ligne (154). La chirurgie de cytoréduction secondaire n’est pas routiniere mais peut étre
avantageuse dans certains cas (20, 192, 193); la chimiothérapie utilisée lors de |la rechute dépend
de la réponse initiale aux agents a base de platine (194). Un cancer sensible aux agents a base de
platine est généralement traité de nouveau avec une combinaison de platine (194), puis un
traitement d’entretien aux PARPi (191). Dans le cas contraire, d’autres agents cytotoxiques
comme la gemcitabine (195), la doxorubicine liposomale pégylée (Caelyx) (196) ou le topotécan
(197) peuvent étre utilisés (51, 156). Si la patiente porte une mutation causant une instabilité

génomique, les PARPi sont également recommandés dans ce contexte (191).

35



1.4 Les inhibiteurs de PARP

Tel que précédemment décrit, les PARPi sont une classe de thérapie ciblée
approuvée pour le traitement du cancer de I'ovaire pour la premiere fois en Amérique du Nord
en 2014 (157). Le tout premier inhibiteur de PARP, le 3-aminobenzamide, a été publié en 1980,
suivant l'observation que cette molécule compétitionne avec le nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD) pour servir de substrat pour PARP (198, 199). Ce n’est qu’en 2005 qu’un
premier lien a été établi entre les mutations BRCA1/2 et la sensibilité des cellules tumorales aux
PARPi d{ a une létalité synthétique (200), résultant en un grand intérét pour ce type d’inhibiteur
dans le contexte du cancer héréditaire du sein et de I'ovaire. Depuis, plusieurs PARPi ont été
développés, testés et prouvés efficaces pour une large gamme de cancers, incluant le cancer de

la prostate et du pancréas, et le carcinome pulmonaire a petites cellules (201-203).

1.4.1 Polymérases de poly(ADP-ribose) 1 (PARP1)

Les polymérases de poly(ADP-ribose), ou PARP, sont une famille de 17 enzymes ayant en
commun un domaine catalytique ADP-ribosyl transférase (ART) hautement conservé (Figure 4)
(204-207). L’ADP-ribosylation est une modification post-traductionnelle impliquant le transfert
d’un ou de plusieurs groupes d’ADP-ribose a partir de molécules de NAD (208). Seulement quatre
des PARP possedent une réelle activité de poly ADP-ribosylation, pouvant synthétiser des chaines
de poly(ADP-ribse) (PAR) : PARP1, PARP2, tankyrase (PARP5a) et tankyrase 2 (PARP5b) (209). La
majorité des autres (11/13) possédent une activité de mono-ADP-ribosyltransférase (MART),
pouvant catalyser le transfert d’un seul ADP-ribose a leur cible (209). Les deux membres restants,
PARP9 et ZC3HAV1 (PARP13), n’ont pas d’activité d’ADP-ribosylation détectable (209). La majorité
des inhibiteurs de PARP ciblent principalement PARP1, mais ont également des cibles secondaires

qui varient selon l'inhibiteur (210).
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Figure4—  Les dix-sept polymérases de poly(ADP-ribose)?.

14.1.1 Structure

Le membre fondateur de la famille des PARP est PARP1, qui est aussi le membre le plus
abondant et ubiquitaire (211), et le mieux caractérisé. En plus de son domaine catalytique actif
ART, cette enzyme possede un domaine N-terminal de liaison a I’ADN constitué de deux domaines
de doigt de zinc (ZnF) (212), un troisieme doigt de zinc (ZnF3) servant a I'activation allostérique,
un domaine central d’auto-modification (BRCT) (213), et un sous-domaine catalytique hélicoidal
(HD) d’auto-inhibition (214) (Figure 4), ce dernier étant parfois groupé avec le domaine
catalytique (215). Le domaine WGR, quant a lui, contribue également a la liaison a I’ADN, et forme
des contacts entre les domaines, nécessaires pour l'activation de PARP1 dépendante des
dommages a I’ADN (214). PARP1 est une protéine nucléaire, possédant un signal de localisation

au noyau (NLS) entre ses domaines ZnF2 et ZnF3 (215, 216) (Figure 5).

2Figure reproduite de sa publication originale en accord avec les termes de MDPI:

207. Ummarino S, Hausman C, Di Ruscio A. The PARP Way to Epigenetic Changes. Genes (Basel). 2021;12(3).
CCCH : motif cystéine-cystéine-cystéine-histidine; BRCT : domaine BRCA1 C-terminal; WGR : motif tryptophane-
glycine-arginine; VIT : domaine vault inter-alpha-trypsin; vWA : domaine von Willebrand de type A; MVP-BD : major
vault protein binding domain; WWE : motif tryptophane-tryptophane-glutamate.
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Figure5—  Structure protéique de PARP13.

1.4.1.2 Activité catalytique

La protéine PARP1 est une enzyme de modification post-traductionnelle, catalysant le
clivage de son substrat, le NAD, en nicotinamide (NAM) et ADP-ribose. Elle lie le NAD avec une
forte efficacité; la constante de Michaelis (Km) de cette réaction a été rapportée entre 30 et 100
MM (218-220). Suite au clivage de son substrat, I’enzyme catalyse la liaison de I’ADP-ribose
résultant a sa cible, et répéte ce processus plusieurs fois, synthétisant ainsi de longues chaines de
poly(ADP-ribose) (PAR) avec embranchements (221). Notamment, la cible la plus importante de
I’activité de PARylation de PARP1 est elle-méme (222). Il a été suggéré que la longueur des chaines
et la fréquence des embranchements auraient une influence sur la fonction de la modification,
affectant I'efficacité du recrutement de protéines reconnaissant les chaines de PAR (223). Les
chaines de PAR sont éventuellement dégradées par une « efface » de PAR, soit notamment la
glycohydrolase de poly(ADP-ribose) (PARG), ou d’autres enzymes telles les hydrolases d’ADP-

ribose, les effaces d’ADP-ribose a macrodomaine, et les lyases d’ADP-ribosyl (224, 225).

3 Figure reproduite de sa publication originale avec permission de I’AAAS (numéro de licence 5284400200412) :
217. Langelier MF, Planck JL, Roy S, Pascal JM. Structural basis for DNA damage-dependent poly(ADP-ribosyl)ation
by human PARP-1. Science. 2012;336(6082):728-32.

AD : domaine d’auto-modification; CAT : domaine catalytique; Zn1/2/3 : domaine de doigt de zinc 1/2/3; BRCT :
domaine BRCA1 C-terminal; WGR : motif tryptophane-glycine-arginine; HD : domaine hélicoidal; ART : domaine ADP-
ribosyltransférase.
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1.4.1.3 Roles dans la réparation de ’ADN

Les réles les mieux étudiés de PARP1 sont son implication dans les voies de réparation de
I’ADN, dans le noyau (221, 226-230). Lorsque survient une cassure d’ADN, soit simple-brin ou
double-brin, PARP1 est rapidement recrutée au site de la cassure et son activité catalytique est
activée, menant a la PARylation d’elle-méme et de protéines environnantes, incluant les histones
(231). L'environnement créé par PARP1 permet le recrutement efficace de la machinerie de

réparation de I’ADN au site de la cassure, dépendamment de la nature du dommage (229).

1.4.1.3.1 Réparation des cassures simple-brin

Dans le cas de la réparation par excision de base (base excision repair, BER), suite a la
PARylation de son environnement, PARP1 recrute XRCC1 au site de la cassure simple-brin (CSB),
qui s’accumule et sert d’échafaudage protéique pour le recrutement de la machinerie de
réparation, incluant PNKP, APTX et LIG3, et stimule l'activité de certains des facteurs de
réparation, dont les endonucléases APE1 et FEN1 (229, 232-235). Dans la réparation par excision
de nucléotide (nucleotide excision repair, NER), PARP1 recrute et PARyle les protéines de
réparation DDB1 et DDB2, puis CHD1L, induisant une décondensation de la chromatine et le
recrutement subséquent de XPC et de RAD23B, permettant la cascade de réparation par NER

(229, 236).

Il est connu que la perte de PARP1 chez la souris induit une baisse significative de
I’efficacité de réparation des cassures induites par agent alkylant ou irradiation gamma, menant
a de l'instabilité génomique et de la mort cellulaire accrues (235). De plus, I'inhibition moléculaire
ou par siRNA de PARP1 induit les cassures double-brin (CDB) associées a la réplication de I’ADN,

en empéchant la réparation des CSB (237).

Il a également été démontré que PARP1 jouerait un réle dans la voie du MMR via son
interaction avec les protéines de cette voie, incluant MutSa, Exol, RPA et RFC, notant que la
déplétion de PARP1 induit une baisse des niveaux de MSH2 et MLH1, ainsi que de I'activité de

cette voie de réparation (238).
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1.4.1.3.2 Réparation des cassures double-brin

Quoique moins exhaustivement démontré, PARP1 joue également un rble dans la
réparation des CDB. Dans la voie de la jonction d’extrémités non homologues (non-homologous
end joining, NHEJ), PARP1 interagit directement avec les sous-unités Ku du complexe protéique
DNA-PK, induisant des changements de conformation de ce complexe et permettant la réparation

de CDB via cette voie (239).

Dans le cas du HR, plusieurs études ont suggéré que PARP1 était antagoniste a (ou non
impliquée dans) cette voie (240-242); or, d’autres études ont suggéré des rbles agonistes pour
PARP1 dans la voie du HR, incluant le recrutement des protéines UHRF1 et MRE11l, et
potentiellement BRCA1 via BARD1 (229, 243). |l a été proposé que PARP1 joue successivement un
role activateur et suppresseur de la voie, en stabilisant BRCA1 au site de la cassure via I'interaction

de BRCA1 avec RAP80 (229, 244).

1.4.1.4 Autres réles nucléaires

Tel que décrit dans la voie des CSB, PARP1 peut décondenser la chromatine via la
PARylation des histones, afin de permettre la cascade de réparation (229). Il a été démontré que,
dans certains contextes, cette décondensation corréle avec une triméthylation de la lysine 3 des
histones 4 (H3K4me3), un marqueur de transcription active, ou PARP1 bloquerait I'activité de la
déméthylase KDM5B (245), lui accordant un role épigénétique. Cette capacité a non seulement
décondenser la chromatine, mais a promouvoir et activer I'expression génique, sert également
dans la transcription de genes pour divers processus, incluant certaines protéines de signalisation
(246, 247). Notamment, PARP1 peut activer NF-kB, et ainsi induire I'expression de cytokines

incluant TNFa et plusieurs interleukines, dans diverses cellules immunitaires (246, 248).

Dans d’autres contextes, PARP1 peut négativement moduler I'expression de certains
génes (245), en liant par exemple un élément répresseur d’une région promotrice, comme dans
le cas de COX2 (249). En plus du noyau, il a été démontré que PARP1 est fortement exprimé dans
le nucléole, et jouerait un réle dans la transcription, la maturation et 'assemblage des ribosomes
(250, 251), dans la translocation nucléoplasmique de certaines protéines (251, 252), et méme

dans la préservation de I'intégrité nucléolaire (250, 251).
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1.4.1.5 Roles dans le cytoplasme

Dans un contexte physiologique normal, PARP1 se retrouve rarement dans le cytoplasme,
contrairement aux autres membres de la famille des PARP, qui eux ont des réles cytoplasmiques
variés incluant la régulation structurelle des membranes, la motilité cellulaire et la régulation du
cytosquelette d’actine (253). Dans un contexte de mort cellulaire, PARP1 est transloquée au
cytoplasme et clivée par les caspases 3 et 7, induisant la cascade apoptotique (254).
Parallelement, un excés de dommages oxydants a I’ADN peut également induire une mort
cellulaire indépendante des caspases, distinctes de la nécrose et de |'apoptose, nommée
parthanatos, ou PARP1 est hyperactivée, synthétisant une grande quantité de PAR et induisant
ainsi une cascade de mort cellulaire par la déplétion de NAD et d’ATP et par la dissipation de
potentiel transmembranaire mitochondrial. PARP1 se lie au facteur mitochondrial AIFM1,
induisant la translocation de ce dernier au noyau et déclenchant la lyse de la chromatine (255,

256).

1.4.1.6 Réles dans la mitochondrie

Plusieurs études récentes ont observé la présence de PARP1 dans la mitochondrie,
suggérant un réle pour I'’enzyme dans cette organelle (257). En effet, la liaison de PARP1 a ’ADN
mitochondrial indiquerait un role pour la protéine dans I’entretien de I’ADN de ce compartiment
cellulaire, comme dans le noyau et le nucléole (258). Cependant, une étude aurait démontré que
PARP1 serait un répresseur de plusieurs processus mitochondriaux, incluant la réparation de son
ADN (259). Somme toute, plusieurs groupes ont suggéré divers réles pour PARP1 dans la
mitochondrie (258-262), mais davantage de recherche sera nécessaire pour bien élucider cet

aspect encore nébuleux de PARP1.

1.4.1.7 Substrat

Tel que décrit ci-haut, PARP1 utilise comme substrat la forme oxydée du nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD*) pour synthétiser ses chaines de poly(ADP-ribose), clivant cette
coenzyme en un résidu de nicotinamide (NAM) et un résidu d’ADP-ribose (221). Mis a part son
réle comme substrat pour PARP, le NAD joue un réle important dans la cellule, notamment un

role énergétique.
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1.4.1.7.1 Biosynthese du NAD

Les niveaux de NAD dans la cellule sont maintenus par trois voies de signalisation chez les
mammiferes (263, 264) (Figure 6). La premiere, la voie Preiss-Handler, permet la synthese de NAD
a partir d’acide nicotinique issu de la diete de I'organisme, via la conversion en acide nicotinique
mononucléotide (NAMN) par la phosphoribosyltransférase d’acide nicotinique (NAPRT). Les
nicotinamide mononucleotide adénylyltransférases (NMNAT1-3) convertissent ensuite le NAMN
en acide nicotinique adénine dinucléotide (NAAD), a partir duquel la synthétase de NAD (NADS)
synthétise le NAD (264). La voie de novo permet plutot la synthése d’acide quinoléique a partir
de tryptophane issu de la diéte, qui est ensuite converti en NAMN et intégré dans la voie Preiss-

Handler (264).

Puis, la voie de récupération du NAD, la plus importante des trois dans le contexte du
cancer (265), recycle plutot le NAM produit par les enzymes qui consomment le NAD, le
convertissant en nicotinamide mononucléotide (NMN) a l'aide de la phosphoribosyltransférase
de nicotinamide (NAMPT). Le NMN est ensuite directement converti en NAD via les enzymes
NMNAT (264). Les trois formes de I'enzyme NMNAT se retrouvent dans divers compartiments
cellulaires; NMNAT1 est la forme nucléaire (266, 267), NMNAT2 est la forme cytoplasmique (267,
268), et NMINAT3 est la forme mitochondriale (267, 269). Les compartiments de NAD sont plutot
distincts (270), surtout celui de la mitochondrie, dont la membrane est imperméable au NAD (257,
271), et ont démontré des concentrations relatives variables selon plusieurs facteurs, dont le type

cellulaire (270).
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Figure 6 — Les trois voies de biosynthése du NAD*.

1.4.1.7.2 Réles du NAD

Le NAD joue un role essentiel dans les réactions d’oxydoréduction de plusieurs voies
métaboliques, ou il est converti de sa forme oxydée (NAD*) a sa forme réduite (NADH), et vice
versa (270, 272, 273). Ces voies incluent la glycolyse, I'oxydation des acides gras (272), la

phosphorylation oxydative (274), la fermentation, et le cycle de Krebs (275). Dans le contexte

4 Figure reproduite de sa publication originale avec permission de I’AAAS (numéro de licence 5284400686052) :
264. Verdin E. NAD(+) in aging, metabolism, and neurodegeneration. lbid. 2015;350(6265):1208-13.

La voie Preiss-Handler utilise I'acide nicotinique, qui est transformé en acide nicotinique mononucléotide (NAMN)
par la nicotinate phosphoribosyltransférase (NAPRT), puis en acide nicotinique dinucléotide (NAAD) par I'une des
trois nicotinamide mononucleotide adénylyltransférases (NMNAT1-3). Le NAAD est converti en nicotinamide
dinucléotide (NAD) par la synthase de NAD (NADS). La voie de biosynthése de novo débute plutét a partir du
tryptophane, converti en N-formylkin par soit I'indolamine 2,3-dioxygénase (IDO) ou la tryptophane 2,3-dioxygénase
(TDO). Ce métabolite est ensuite successivement transformé en L-kinurenine (L-kin), en acide 3-hydroxyanthranilique
(3-HAA), en alpha-amino-beta-carboxymuconate-epsilon-semialdéhyde (ACMS), puis en acide quinolinique. La voie
Preiss-Handler peut alors étre alimentée en synthétisant du NAMN a partir d’acide quinolinique résultant, a I'aide de
la phosphoribosyltransférase d’acide quinolinique (QAPRT). Alternativement, I’ACMS peut étre converti en alpha-
aminomuconate semialdéhyde (AMS) par la décarboxylase d’ACMS (ACMSD), pour utilisation dans le cycle de I'acide
carboxylique (TCA cycle). Puis, la voie de récupération (salvage pathway) sert a reformer du NAD a partir de
nicotinamide (NAM), le métabolite résultant des enzymes consommant le NAD. Celui-ci est converti en nicotinamide
mononucléotide (NMN) par la nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT), puis en NAD par I'une des NMNAT.
Le NMN peut notamment aussi étre synthétisé a partir de nitotinamide riboside (NR).
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d’oxydoréduction, le NAD sert donc d’accepteur, de donneur et de transporteur d’électron en

passant de sa forme oxydée a sa forme réduite, et vice versa (276).

En plus de servir comme cofacteur métabolique, ou le NAD ne fait que subir une
modification réversible, il peut également étre utilisé comme substrat et activement consommé
par certaines enzymes, dont les polymérases de poly(ADP-ribose), les sirtuines et les synthases
d’ADP-ribose cyclique, qui se servent du résidu d’ADP-ribose et produisent du NAM (274). Il a été
démontré qu’une augmentation de la concentration de NAM dans la cellule réduit I'activité de
PARP1 et de la sirtuine SIRT1 via une boucle de rétroaction, ol le NAM lie le site catalytique de
ces enzymes en compétition avec le NAD (277, 278); I'observation de ce phénomene a servi
comme base pour le développement des inhibiteurs de PARP (199). En paralléle, I'inhibition des
voies du NAD a été explorée pour le traitement de plusieurs maladies, incluant le cancer, d{i a son

implication dans la transition métabolique des cellules cancéreuses (279).

1.4.2 Mutations BRCA

Le géne de réparation de I’ADN BRCA1 a été identifié et lié au cancer du sein par le
laboratoire de Mary-Claire King en 1990 (280), et peu de temps apres, ce géne a été cloné et
séquencé, et un lien a été établi entre plusieurs mutation des genes BRCA1 et BRCA2 et
I’historique familial de cas de cancer du sein et de 'ovaire (199). Il est estimé que ces mutations
ont une fréquence d’environ 0.25% dans la population générale (281), a I'exception de certaines
populations ayant des taux plus élevés d a des mutations fondatrices, comme les Canadiens
francais (282) et les Juifs Ashkénazes (283). Le cancer de I'ovaire est une malignité peu fréquente
(1.6%), mais la mutation des genes BRCA1 et BRCA2 augmente le risque de contracter cette
maladie a 40% et 18%, respectivement (22). La découverte de cette relation importante a mené
a la recherche d’options de traitement spécifiqguement pour ces femmes beaucoup plus a risque.
C’est dans ce contexte qu’en 2005, Helen E. Bryant et collégues ont proposé que l'inhibition de
PARP1 tuerait spécifiguement les tumeurs déficientes en BRCA2, via un phénoméne nommé

[étalité synthétique (284).
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1.4.2.1 Létalité synthétique

Le réle de PARP1 dans la réparation des CSB, tel que décrit ci-haut, est surtout de recruter
la machinerie de réparation au site d’'une cassure. En 2005, Bryant et collegues émettent qu’en
I’absence de PARP1, les CSB non réparées induiraient I'effondrement des fourches de réplication
et deviendraient des CDB, réparables par la voie de la recombinaison homologue; or, en I'absence
de BRCA, cette voie serait déficiente, menant ainsi a I'accumulation de cassures et I'apoptose des
cellules portant une mutation pour ces génes (284). Plus récemment, il a été démontré que
certains inhibiteurs de PARP ont également une activité de piégeage de PARP1 a ’ADN, menant
a une hypothése ol ces adduits d’ADN bloquerait la machinerie de réplication, et nécessitant la

recombinaison homologue pour les contourner et poursuivre (285, 286) (Figure 7).

Ce phénomene de létalité synthétique a servi de base théorique pour le développement
d’essais cliniques utilisant les PARPi comme traitement. Les premiéres études cliniques pour
olaparib (AZD-2281), le premier PARPi a avoir été approuvé, n’ont inclus que des patientes
portant une mutation germinale de BRCA1/2 (287-289). En 2014, olaparib a été approuvé par le
FDA sous le nom Lynparza, pour le traitement d’entretien des patientes atteintes d’un cancer de
I’ovaire avancé, sensible a la chimiothérapie et portant une mutation BRCA (157, 290). Rucaparib
(Rubraca) a été approuvé deux ans plus tard en 2016, avec une indication similaire (291). Les
inhibiteurs de PARP ont depuis été approuvés et recommandés en traitement d’entretien de
premiere ligne (191). Une étude récente a observé une corrélation significative entre le
traitement aux inhibiteurs de PARP et deux événements indésirables: le syndrome
myélodysplasique et la leucémie myéloide aigué (292). Notamment, les patientes traitées avec
des PARPi en traitement d’entretien de deuxieme ligne auraient un risque de 8% pour ce type
d’événement, comparé a moins de 2% en premiére ligne (293), soulignant la pertinence

d’administrer les PARPi en premiére ligne.
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Figure 7 - Hypothéses sur la létalité synthétique entre PARPi et mutation BRCA®

Des études cliniques depuis 2014 ont inclus des patientes ne portant pas de mutation
BRCA, et les résultats ont indiqué que méme certaines de ces patientes pouvaient bénéficier d’un

traitement a olaparib (294, 295). Depuis, plusieurs groupes ont démontré que les mutations BRCA

5 Figure reproduite de sa publication originale en accord avec les termes de John Wiley & Sons :

285. Helleday T. The underlying mechanism for the PARP and BRCA synthetic lethality: clearing up the
misunderstandings. Mol Oncol. 2011;5(4):387-93.

(A) Sachant que PARP1 est impliquée dans la réparation des cassures d’ADN simple-brin (CSB), ce modele postule
que les CSB persisteraient en présence des PARPi, et qu’un effondrement de la fourche de réplication ménerait a une
cassure double brin, sélectivement Iétale dans les cellules déficiente en recombinaison homologue (HR). (B) Lors de
la réparation des CSB, PARP1 serait piégée au site de la cassure par les PARPi, formant ainsi un obstacle a la réplication
qui nécessiterait la voie du HR pour étre contournée. (C) Naturellement dans les cellules, il arrive que la fourche de
réplication s’arréte, soit a cause d’une absence de facteurs de transcription, ou par la présence d’obstacles. Ces
interruptions pourraient étre remédiées autant par PARP1 que par la voie du HR, mais pas en I'absence des deux,
c’est-a-dire dans les cellules déficientes en HR traitées aux PARPi.
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n’étaient pas suffisantes pour prédire la réponse aux inhibiteurs de PARP. Notamment, le
phénoméne de « BRCAness », ou des mutations autres que BRCA induiraient le phénotype de
déficience en recombinaison homologue, récapituleraient la |étalité synthétique observée avec
BRCA (296, 297). D’autres ont démontré que les déficiences en réparation d’ADN plus générales

seraient également indicatrices de la réponse aux PARPi (298, 299).

Plusieurs génes non liés a la réparation ont aussi été identifiés comme biomarqueurs
prédictifs de la réponse (300). Ces données, en plus de celles collectées lors des essais cliniques
subséquents, ont mené a I'approbation de niraparib, sous le nom Zejula, pour le traitement
d’entretien des patientes avec un cancer de |'ovaire avancé, indépendamment de leur statut
BRCA (158). L'indication de rucaparib a suivi peu de temps aprées, son usage étendu aux patientes
sans mutation également, en 2018 (301). Malgré que I'usage d’olaparib soit toujours restreint, il
est maintenant bien accepté que la réponse aux PARPi va au-dela des mutations BRCA, et
plusieurs groupes sont a la recherche de facteurs de résistance et de moyens de contourner ces

derniers.

1.4.3 Résistance

La résistance au traitement est un obstacle majeur au rétablissement des patients atteints
du cancer, et les PARPi ne sont pas une exception. En effet, malgré que ces inhibiteurs soient
prometteurs pour prolonger la vie des patientes atteintes du CEQ, il demeure gu’une portion
significative des patientes ne répond pas au traitement, tel que démontré dans les essais cliniques
(302, 303). De plus, de par la durée indéfinie du traitement d’entretien, une majorité des
patientes qui répondaient initialement cessent éventuellement de répondre au traitement, et

rechutent avec une maladie résistante (304).

1431 Résistance intrinséque
La résistance intrinseque est définie ici comme I’absence initiale de réponse au traitement.
Dans le cas des inhibiteurs de PARP, les résultats des études cliniques sont variables, rapportant

un taux de résistance intrinséque de 20 a 50% (302, 303).
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1.4.3.1.1 Facteurs de résistance intrinséque

Tel que décrit ci-haut, plusieurs génes ont été associés a la résistance intrinseque, incluant
notamment les geénes BRCA. Or, des études génétiques et d’expression approfondies ont montré
une association entre la résistance intrinseque et un grand nombre de génes impliqués dans
diverses voies, autres que celles de la réparation de I’ADN. Des facteurs plus généraux de
résistance aux drogues, comme la pompe a efflux ATP-dépendante ABCB1, peuvent conférer une
résistance aux PARPi, dans ce cas-ci en évacuant I'inhibiteur de la cellules (305, 306). La protéine
CHDI1L a été associée a la résistance aux PARPi, sans doute via sa capacité a déloger PARP1 de
I’ADN en remodelant la chromatine, contournant ainsi la toxicité des PARPi due au piégeage (307,
308). La faible expression de la protéine SLFN11, quant a elle, a été associée par plusieurs groupes
a une résistance intrinseque aux inhibiteurs de PARP dans des modeles cellulaires (306, 309),

potentiellement di a son implication dans le controle du cycle cellulaire en état de stress (310).

1.4.3.1.2 Solutions

Plusieurs mécanismes spécifiques expliquant en partie la résistance intrinséque ont été
soulevés par divers groupes, et pour chague mécanisme, des solutions ont été proposées pour le
contourner, notamment en combinant un PARPi avec une autre drogue (308, 310, 311). Ce genre
d’approche serait idéal dans un contexte de médecine de précision, mais a moins d’avoir une
méthode fiable pour tester, déterminer le facteur de résistance précis affligeant chaque patiente
est difficilement envisageable; le développement de solutions plus généralement applicables
serait de mise. Récemment, par exemple, il a été démontré que les PARPi peuvent induire un
phénotype de sénescence réversible dans plusieurs modeles de cancer de |'ovaire. Ceci induirait
un arrét cellulaire temporaire et permettrait aux cellules de survivre au traitement. Suivant cette
découverte, la combinaison d’un PARPi avec un agent sénolytique permettrait de contourner ce
facteur de résistance plus général (179). D’autres drogues antitumorales a plus large spectre sont
également testées en combinaison avec les PARPi dans le cancer de I'ovaire pour augmenter leur
efficacité dans un contexte plus général, tel les agents anti-angiogéniques bevacizumab (312) et

cediranib (313), ou I'agent immunothérapeutique anti-PD-L1 durvalumab (314).
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1.4.3.2 Résistance acquise

La résistance acquise est définie ici comme une cessation de la réponse apres une certaine
durée de traitement efficace. Ce phénomeéne a été observé pour une vaste gamme de
traitements, incluant la chimiothérapie (315, 316), I'immunothérapie (317, 318) et la thérapie
ciblée (319-322); les inhibiteurs de PARP ne sont pas une exception (323-326). En effet, plusieurs
mécanismes de résistance acquise aux PARPi ont été découverts et décrits depuis le début de leur

utilisation, et des solutions ont été proposées pour contrer ces mécanismes dans plusieurs cas.

1.4.3.2.1 Facteurs de résistance acquise

Le facteur de résistance le mieux étudié, d0 a la recommandation thérapeutique initiale
d’olaparib, est la réversion somatique de BRCA (327). Dans la circonstance ou les PARPi sont
prescrits suivant la logique de létalité synthétique avec les mutations BRCA, il a été démontré
gu’une mutation rétablissant la fonctionnalité de ces protéines, ou bien plus généralement de la
voie de HR, induirait la résistance aux PARPi (323, 325); un grand nombre de ce type de mutations

ont été identifiées et étudiées (325, 327, 328).

Depuis, plusieurs autres mécanismes ont été élucidés. Mise a part la réversion BRCA, la
suppression de la voie du NHEJ via la perte de 53BP1 induirait une réactivation de la voie du HR
de facon plus générale dans les cellules BRCA1-mutées, conférant une résistance acquise aux
PARPi par I'ablation de la létalité synthétique (304). Encore en absence de BRCA1/2, une inhibition
de l'activité ou de I'expression d’EZH2, PTIP, SMARCAL1, ZRANB3 et/ou HTLF peut réduire la
dégradation de fourches de réplications par les nucléases MRE11 et MUS81, stabilisant celles-ci
et induisant une résistance acquise (329). Alternativement, I'augmentation indirecte de la
PARylation par la perte de PARG, qui médierait la déPARylation, a été démontrée comme facteur
de résistance acquise (330). Plus directement, une altération de PARP1 elle-méme qui réduirait
sa vulnérabilité a I'activité de piégeage des PARPi conférerait également une résistance acquise
(331). Puis, de facon plus générale, une surexpression acquise de pompes a efflux comme ABCB1
induirait une résistance a plusieurs drogues, incluant les PARPi, en réduisant la concentration
intracellulaire de celles-ci (305). Un groupe a également identifié la voie NF-kB comme facteur de
résistance aux PARPi dans des modeles cellulaires, mais sans avoir élucidé les mécanismes sous-

jacents (332).
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Somme toute, un grand nombre de mécanismes ont été décrits et qui expliqueraient, au
cas par cas, l'acquisition de résistance aux PARPi; cette approche pourrait servir pour le

traitement de chaque patiente selon sa tumeur dans |'optique d’'une médecine personnalisée.

1.4.3.2.2 Traitements

Un nombre de solutions ont été investiguées et proposées, généralement en combinant
les PARPi a un autre inhibiteur moléculaire afin de re-sensibiliser les cellules en contournant le
mécanisme de résistance identifié. Par exemple, pour contrer les pompes a efflux, le traitement
de cellules surexprimant ABCB1 avec des inhibiteurs de cette protéine rétablirait une sensibilité
a plusieurs drogues, incluant les PARPi (305). Similairement, I'inhibition de la voie NF-kB
sensibiliserait les cellules résistantes démontrant une augmentation de l'activité de cette voie

suite a I'acquisition de résistance (332).

Certaines études postulent que de simuler une létalité synthétique suivant la réversion
pourrait contrer la résistance acquise. Des inhibiteurs de la protéine de réparation d’ADN ATR,
par exemple, sont sous investigation en combinaison avec les PARPi pour tenter de contrer la
résistance acquise (304, 324). Notamment, une étude clinique cherche actuellement a établir
I’efficacité de la combinaison entre olaparib et I'inhibiteur d’ATR ceralasertib chez les patientes
BRCA-mutées atteintes du cancer de l'ovaire ayant acquis une résistance aux PARPi

(NCT02264678).

Parallélement, d’autres études ont démontré une synergie entre les PARPi et I'inhibition
des points de contrdle du cycle cellulaire. L'inhibiteur de CHK1/2 prexasertib, par exemple,
induirait une catastrophe mitotique et synergiserait avec I'inhibition de PARP1 dans les cellules

ayant acquis une résistance, méme suivant une réversion BRCA (175).

Comme pour la résistance intrinseque, il est difficile d’envisager une solution basée sur les
changements somatiques individuels de la tumeur de chaque patiente, et une solution plus

générale pour contrer la résistance acquise serait davantage réalisable en clinique.
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1.5 Projet de these

Ce projet de these intitulé Caractérisation moléculaire de la résistance aux inhibiteurs de

PARP dans le cancer épithélial de I'ovaire par le biais de modeéles cellulaires diversifiés vise a

fournir des réponses afin d’améliorer le sort des patientes atteintes du CSHG avancé pour qui il
ne reste plus de solutions efficaces, mais également afin de maximiser |'efficacité de réponse

initiale aux PARPi.

1.5.1 Contexte et problématique

Tel que décrit, le cancer de I'ovaire est le cancer gynécologique le plus létal, notamment
dd a son hétérogénéité et sa résistance au traitement. Dans un premier temps, |'étude
approfondie de cette maladie requiert un grand nombre de modeéles diversifiés, notamment des
sous-types moins communs que le CSHG. Puis, a I'aide de ces modéles, il est possible d’étudier
I’étendue des caractéristiques de la maladie, incluant de nouvelles options de prise en charge et

de voies thérapeutiques.

Le traitement aux inhibiteurs de PARP s’est montré prometteur, mais comme pour toute
thérapie, le probléeme de la résistance porte entrave a la guérison d’un grand nombre de
patientes, soit par I'absence de réponse initiale, ou par la cessation de réponse et la rechute
éventuelle. Plusieurs groupes ont proposé des mécanismes et solutions, certaines d’entre ces
dernieres s’étant rendues en essais cliniques ou ayant récemment été approuvées (333), mais
I’efficacité s’est montrée variable (313, 334-336), soulignant I'importance de pousser davantage

les recherches a ce sujet.

1.5.2 Hypotheéses de recherche

A I'aide d’un nombre suffisant de modéles d’étude diversifiés, nous croyons que nous

pourrions dresser un portrait adéquatement représentatif de I’'hétérogénéité du CEO.

Suivant la nature de l'activité antitumorale des inhibiteurs de PARP, nous postulons que
de cibler la biosynthese de la molécule a laquelle font compétition les PARPi, soit le substrat
duquel dépend I'activité de PARP1, pourrait sensibiliser une tumeur résistante a ces inhibiteurs,

gue la résistance soit acquise ou intrinseque. Nous émettons que la chute des concentrations de
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NAD intracellulaires potentialiserait I'effet apoptotique induit par les PARPi dans les cellules
tumorales de cancer de I'ovaire, rendant ainsi les PARPi plus efficaces a de plus faibles doses. Ce
type de synergie a par ailleurs été démontrée dans d’autres cancers, supportant notre hypotheése

(337, 338).

Plus généralement, nous émettons que I'étude différentielle de I'activité de voies de
signalisation et de I'expression de genes clés pourrait aiguiller sur la nature de la sensibilité ou de
la résistance aux PARPi, et que certaines cibles d’intérét pourraient étre découvertes de cette
facon. Nous estimons par ailleurs que les informations obtenues sur un PARPi pourraient étre au

moins partiellement applicables aux autres inhibiteurs de la méme famille.

1.5.3 Objectifs de recherche

Ce projet de thése visera d’abord la caractérisation d’'un nombre de lignées cellulaires
pour ajouter a notre banque déja établie et, de ce fait, compenser certaines lacunes en termes

de diversité de sous-types.

Ensuite, nous développerons des modeles cellulaires pouvant servir a I'étude de la
résistance acquise aux inhibiteurs de PARP. A I'aide de ces modeéles, nous chercherons a évaluer
I’efficacité de notre approche pour contrer la résistance — acquise at innée — aux inhibiteurs de
PARP via l'inhibition de la voie de synthése du NAD principale. Cette approche a notamment été

prouvée efficace dans le cancer du sein triple négatif intrinsequement résistant aux PARPi (337).

Finalement, nous chercherons a identifier d’autres pistes de solutions pour mieux
comprendre la résistance acquise et intrinseque aux inhibiteurs de PARP, et ainsi fournir de

potentielles voies de traitement pour la contrer.
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Chapitre 2 — Résultats

2.1 Article 1 — Modeling the Diversity of Epithelial Ovarian Cancer
through Ten Novel Well Characterized Cell Lines Covering Multiple

Subtypes of the Disease

2.1.1 Article 1 — Résumé en frangais

Titre en frangais : Modéliser la diversité du cancer épithélial de I'ovaire a I'aide de dix nouvelles

lignées cellulaires bien caractérisées couvrant plusieurs sous-types de la maladie

Les lignées cellulaires cancéreuses sont parmi les modeles précliniques les plus
importants. Dans le contexte du cancer épithélial de I'ovaire, une maladie hautement hétérogene
avec divers sous-types, il est primordial d’étudier un large spectre de modeles afin de dresser un
portrait représentatif de la maladie. Comme cette malignité gynécologique n’a vu que peu de
progres en survie globale dans la derniéere décennie, il est d’autant plus pressant de supporter la
recherche future avec des modeéles d’étude robustes et diversifiés. Ici, nous décrivons dix
nouvelles lignées cellulaires de cancer de |'ovaire dérivées de patientes et spontanément
immortalisées, détaillant leur profil de mutations et d’expression de genes/biomarqueurs, ainsi
gue leurs caractéristiques de croissance in vitro et in vivo. Huit des lignées cellulaires ont été
classées comme séreuses de haut grade, alors que deux ont été déterminées comme appartenant
aux sous-types plus rares, mucineux et a cellulaires claires, respectivement. Chacune des dix
lignées cellulaires présente une gamme de caractéristiques reflétant divers phénomeénes
cliniques, incluant la résistance chimiothérapeutique, le potentiel métastatique, et des profils de
mutations et d’expression de génes/protéines associés aux sous-types. Surtout, quatre des
lignées ont pu former des tumeurs sous-cutanées en souris, une caractéristiques clé pour les
essais de drogues pré-cliniques. Notre travail contribue significativement aux modéles
dispoinbles pour I'étude du cancer ovarien, fournissant davantage d’outils pour mieux

comprendre cette maladie complexe.
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2.1.2 Article 1 — Version originale soumise a Cancers
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Lines Covering Multiple Subtypes of the Disease
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2.1.21 Abstract

Cancer cell lines are amongst the most important pre-clinical models. In the context of epithelial
ovarian cancer, a highly heterogeneous disease with diverse subtypes, it is paramount to study a
wide panel of models in order to draw a representative picture of the disease. As this lethal
gynaecological malignancy has seen little improvement in overall survival in the last decade, it is
all the more pressing to support future research with robust and diverse study models. Here, we
describe ten novel spontaneously immortalized patient-derived ovarian cancer cell lines, detailing
their respective mutational profiles and gene/biomarker expression patterns, as well as their in
vitro and in vivo growth characteristics. Eight of the cell lines were classified as high-grade serous,

while two were determined to be of the rarer mucinous and clear cell subtypes, respectively. Each
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of the ten cell lines presents a panel of characteristics reflective of diverse clinically relevant
phenomena, including chemotherapeutic resistance, metastatic potential, and subtype-
associated mutations and gene/protein expression profiles. Importantly, four cell lines formed
subcutaneous tumors in mice, a key characteristic for pre-clinical drug testing. Our work thus
contributes significantly to the available models for the study of ovarian cancer, supplying

additional tools to better understand this complex disease.

Keywords: biomarkers; carboplatin; cell lines; clear cell; epithelial ovarian cancer; gene

expression; high-grade serous; mucinous; mutation profile; xenograft.

2.1.2.2 Introduction

Ovarian cancer is the most lethal gynaecological cancer, and fifth leading cause of
malignancy-related deaths in North American women [1]. Ovarian cancer is most often detected
at a later stage, when the patient shows distant metastases, largely owing to the asymptomatic
nature of early disease, followed by lack of specific symptoms at later stages [2,3]. The 5-year
survival rate of ovarian cancer at its late stage is 29% [2,3]. Moreover, ovarian cancer is a
heterogeneous group of diseases, which can be classified based on various factors including site
of origin, genomic stability, and prognosis, with the most common form being epithelial ovarian
cancer (EOC), representing 90% of all cases [4]. EOC is further classified into subtypes with
differences in morphology, etiology, pathogenesis, pathology, molecular biology, and prognosis.
High-grade serous carcinoma (HGSC) is diagnosed in 70% of the cases. Less common subtypes
include mucinous carcinomas (MCs), low-grade serous carcinomas (LGSCs), clear-cell carcinomas
(CCCs), and endometrioid carcinomas (ECs), accounting for 2—3%, <5%, 5—10%, and 10% of cases

of EQC, respectively [5,6].

The most common risk factor for EOC is a family history of ovarian cancer. An estimated
25% of all ovarian cancer cases could be due to inherited genetic mutations, the most frequent
being a germline BRCA1 or BRCA2 mutation but also, to a lesser degree, germline mutations in
RAD51C, RAD51D, PALB2, and FANCI, with a higher incidence in the HGSC subtype [7,8,9,10,11].
It has also been shown that germline mutations in the DNA mismatch repair genes, known as

Lynch syndrome, are an important risk factor for the EC and CCC subtypes of EOC [12].
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Furthermore, EOC tumors usually present somatic mutational profiles that are characteristic to
each subtype. Notably, in addition to a high proportion of germline BRCA1/2 mutations, HGSC
tumors harbor a virtually ubiquitous somatic TP53 mutation (>95%), as well as less commonly
mutated genes, including CSMD3, NF1, CDK12, and FAT3 [13,14]. LGSCs, on the other hand, are
almost never TP53-mutated, and instead show high-frequency mutually exclusive mutations in
KRAS, BRAF, NRAS, or ERBB2 [15,16,17]. CCC tumors often harbor PIK3CA, ARID1A, and KRAS
mutations, amongst others, as well as a frequent loss of PTEN expression [15,16,18,19]. MC
tumors are characterized by a high frequency of KRAS mutation, in addition to TP53, BRAF, and
CDKN2A alterations [15,16,20]. EC tumors have a high frequency of ARID1A mutations, as well as
moderately frequent mutations of PIK3CA, CTNNB1, and PTEN, usually presented as loss of
expression or loss of heterozygosity, with some tumors rarely harboring a TP53 mutation
[15,16,21]. Despite being different diseases, the multiple subtypes of EOC are treated with the
same standard front-line therapy: primary debulking surgery, and chemotherapy as an adjuvant
or neo-adjuvant setting. Standard chemotherapy for front-line therapy in EOC is a combination of
the DNA cross-linking compound carboplatin and the microtubule-stabilizing drug paclitaxel
[2,3,22,23,24]. Although initial response rates are high (80%), the disease eventually recurs in 4
out of 5 patients, who then develop chemoresistance [25,26]. Over the past 30 years, advances
in surgery, chemotherapy, targeted therapy agents (such as bevacizumab and poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP) inhibitors) and other evolving therapies (such as immunotherapy) have
improved the 5-year progression-free survival rate but have had little impact on overall patient
survival [2,3,4,27,28,29,30,31], underscoring the need for the development of new clinical tools
for the management of EOC patients. Therefore, reliable and specific pre-clinical models are

needed for the emergence of significant novel EOC drugs in clinical trials.

In this context, patient tumor-derived cell lines are efficient, inexpensive, and easy to
maintain, and thus make for an attractive human pre-clinical cancer model [32,33]. Ovarian
cancer being highly heterogeneous, a larger number of models need to be studied to cover the
heterogeneity seen in the clinic, and a wide variety of cell lines is necessary to get a representative
and accurate picture of the disease. Currently, available EOC cell lines are limited in number and

characterization, especially when it comes to less common subtypes [15]. In addition, the
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relevance of the most commonly used cell lines as HGSC models has been called into question,
suggesting that these might not be representative of the disease that they model [34,35],
highlighting the need for more diversity of HGSC cell lines. We previously derived and
characterized 22 EOC cell lines (from 16 patients) [36,37,38,39], with 19 being HGSC, as well as
one of each LGSC, EC, and CCC, which were used to better understand the biology of ovarian

cancer.

Here, we present 10 novel patient-derived EOC cell lines (from 10 different patients) and
their generation, and describe their in vitro and in vivo growth characteristics, molecular biology,
genetic mutation profiles, and histopathology. Eight of these cell lines were identified as HGSC
cells, and two were found to be of the MC and CCC subtypes, respectively. All of the HGSC cell
lines were TP53-mutated, whereas the MC and CCC cell lines were TP53 wild-type but harbored
KRAS mutations specific to their respective subtypes. Importantly, four of these cell lines form
xenograft tumors in mice, a key characteristic for pre-clinical drug testing. These 10 new cell lines
contribute significantly to the EOC cell lines available for research by their diversity and molecular

characteristics.

2.1.2.3 Results

Patient Tumor-Derived EOC Cell Lines

The cell lines were derived from the samples of 10 patients (2085, 2414, 2835, 2881, 2929,
2978, 3121, 3291, 3331, and 3392) treated between 2001 and 2010, whose clinical characteristics
are described in Table 1; Table 2 (and Table S1 and Figure S1). Of note, all patients were diagnosed
with late stage (IlIC) disease between 42 and 77 years of age and died of disease progression
between 2 to 86 months after diagnosis. They were treated with platinum-based chemotherapy,
in combination with paclitaxel (or cyclophosphamide, in the case of 2414). Most patients (6/10)
showed complete initial response to chemotherapy for at least one month after the end of the
last cycle, as defined by the Gynecological Cancer Intergroup (CGIC) [40,41]. However, when
platinum sensitivity was evaluated based on previously described consensus [2,3,40,42], the
majority of patients (7/10) were categorized as resistant (recurrence at <6 months from the end

of first-line treatment) or refractory (recurrence during first-line treatment) (Table 2). Patients
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2881 and 3121 received neo-adjuvant chemotherapy, whereas patient 3331 did not undergo
cytoreductive surgery. More than half (5/9) of the patients who did receive cytoreductive surgery
were free of residual disease (Table 2). Because all patients were treated prior to 2010, none of
them received PARP inhibitors, which have recently become part of the therapeutic

armamentarium for this disease [43].

None of the patients harbored a somatic BRCA mutation. Patients 2085 and 2881 had a
family history of breast cancer and malignant neoplasm of the urinary tract, respectively, whereas
patients 2929 and 3392 had a previous personal history of colorectal cancer of the sigmoid
junction and breast cancer, respectively. Histopathology indicated that 7 of the 10 primary tumors
were of the HGSC subtype, one was of the MC subtype (2414), and one was of the CCC subtype
(3392). As patient 3331 did not undergo surgery, histopathology was not possible, but cytology

confirmed that the patient’s tumor was an adenocarcinoma (AC).

Sampling that resulted in the described cell lines for each of the 10 patients was done
between 2004 and 2007. This sampling coincided with initial debulking surgery in the case of 6 of
the patients (2929, 2978, 3121, 3291, 2414, 3392) or was done at a later point during laparotomy
(2835, 2881) or ascites collection (2085, 3331) (Table 2 and Figure S1). Four of the patients (2929,
2978, 3291, 2414) were chemonaive at the time of sampling. Patient 3392 was naive to ovarian
cancer treatment but received prior chemotherapy for breast cancer. The samples that served to
derive the cell lines were either ascites (OV_) or solid tumor tissue of the ovary (TOV_). TOV cell
lines were derived from samples of the right ovary (_D) or an unspecified ovary (TOV2414), or

from metastases at the omentum (_EP) (Table 2).

Nine of the ten cell lines displayed homogenous morphology after 60 passages, whereas
one of the cell lines, OV3291, exhibited slowed growth after 50 passages and reached growth
arrest before reaching 60 passages. This cell line was thus tested after reaching 30 passages, but
before reaching passage 45. For the most part, the morphology of the cell lines exhibited the
characteristic flattened cobblestone-like appearance of epithelial cells (Figure 1). Two of the cell
lines, OV3291 and TOV2414, showed a more stretched spindle-like morphology, whereas OV2085

displayed small clusters of loosely attached round cells, which grew perpendicularly to the culture

58



plate. TOV3392D, which had a characteristic flat epithelial morphology, grew in very dense

clusters, gaining little confluence despite the increase in cell count (Figure 1).
Characteristic Subtype-Specific EOC Mutation and Gene Expression Profiles

Subtypes of EOC are known to harbor certain specific high-frequency mutations
[13,15,16,18,20,21,44]. Using whole exome sequencing (WES) and selective mutation analyses,
we surveyed the various subtype-specific recurrent mutations described by TCGA (for HGSC) and
by various reports (for EC, MC, and CCC) [13,15,16,18,20,21]. All analyzed cell lines that were
described as HGSC, as well as OV3331, harbored a TP53 mutation; most (5/8) were missense
mutations with amino acid substitutions (Table 3). The remaining TP53 mutations are two
frameshift mutations due to a nucleotide deletion (TOV3121EP, OV3331) and a splicing variant
mutation (OV2978). All of these TP53 mutations are described in the IARC TP53 database [45] and
code for non-functional variants. The two non-HGSC cell lines TOV2414 and TOV3392D, on the
other hand, did not harbour any TP53 mutations (Table 3). These results correspond to what is

expected of the analyzed subtypes [13,46,47,48].

Of the other described rare but recurrent mutations in HGSC [13], we identified a splicing
mutation of CDK12 in OV3291, a missense mutation of FAT3 in TOV2881EP, and a missense
mutation of CSMD3 in TOV3121EP. Both missense mutations lead to amino acid substitutions. No
mutations were detected in any other recurrent mutated genes in HGSC, including BRCA1, BRCA2,
NF1, GABRA6, and RB1 (Table 3). We identified recurrent mutations in KRAS in both the MC
(TOV2414) and CCC (TOV3392D) cell lines analyzed but did not detect mutations in any of the
other prevalently mutated genes in these subtypes, including PIK3CA, ARID1A, BRAF, PTEN,
CTNNB1, PPP2R1A, and NRAS (Table 3) [16,19,49,50,51,52]. Of note, mutations identified in the
0OV2978 (TP53) and OV3291 (TP53 and CDK12) cell lines (Table 3) are identical to their matched
tumor cell lines (TOV2978G and TOV3291G), described in our previous publication [39].

Cell lines were also characterized at the transcriptome level by gene expression
microarray. Non-supervised hierarchical clustering demonstrated that seven of the eight HGSC
cell lines clustered together (the exception being OV3291) and that the MC and CCC cell lines

grouped in a separate cluster, confirming the distinct molecular identity of the derived cell lines
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(Figure 2a). Cell lines OV2978 and 0OV3291 clustered together with their matched cell lines,
TOV2978G and TOV3291G. Additional clustering information was obtained by principal
component analysis (PCA) (Figure 2b), which illustrates separation of the non-HGSC cell lines from

the rest.

To further demonstrate the clinical relevance of our established cell lines, we compared
the gene expression profiles of our eight HGSC cell lines, as well as the two matched TOV2978G
and TOV3291G cell lines, with that of 593 HGSC tumors from the TCGA dataset publicly available
at the UCSC Xena platform [53]. We selected the top 1000 up- or downregulated genes in the
TCGA tumor samples and verified their expression in our HGSC cell lines. Our results (Figure 2c)
show a striking similarity in the expression of these genes between our cell lines and the tumor
samples. Then, following a previously described procedure [54], we selected the 1000 most
variably expressed genes in the TCGA dataset and obtained a significant positive correlation
(Pearson correlation analysis) with our cell lines (r =0.4148, p < 0.0001) (Figure 2d). These results,
together with our mutational profiling data, strongly suggest that our cell lines retain the

molecular characteristics of the ovarian cancer disease.
Comparison of Subtype-Specific Biomarkers in Tumor Tissue and Cell Lines

Due to the selection pressure inherent in establishing immortalized cell lines, it is
important to verify that the cell line obtained reflects the EOC subtype of the original tumor.
Therefore, we performed specific protein biomarker analyses of tumor tissue samples and cell
lines by immunohistochemistry (IHC) and Western blot (WB), respectively. The tumor tissue of
origin of the corresponding patient was subjected to a hematoxylin and eosin (H&E) staining,
followed by IHC stains for various described epithelial ovarian cancer biomarkers [55] (Figure 3
and Figures S2 and S3). The representative epithelial malignant region characteristic of each EOC
subtype [56,57] was selected based on morphology by H&E stain by a gynaecologic-oncology

pathologist (KR), and the same region was used for each biomarker tested by IHC.

Previous work has shown the H&E and IHC staining of the tumor of origin for patients 3291

and 2978 [39], and an extract of this published data is shown in Figure S3. Patient 3331, on the
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other hand, did not receive surgery, thus preventing us from testing the tumor of origin of its

corresponding cell line.

Expression of cytokeratins (CK7, CK8, CK18, and CK19) confirmed the epithelial origin of
the patient tumors (Figure 3, Figures S2 and S3a) and associated cell lines (Figure 4, Figures S3b
and S4). The expression of specific biomarkers was then investigated to confirm the subtype of
each patient tumor and derived cell line. In the case of HGSC tumors, TP53 is mutated in more
than 95% of cases, which is reflected at the expression level either by robust overexpression
(missense mutation) or complete absence (null mutation) of the p53 protein [55,56,58]. As
expected, p53 is strongly overexpressed in all HGSC tumors and cell lines harboring missense TP53
mutations (Figure 3; Figure 4, Table 3), but is absent in 3121 and 3331 that harbor frameshift null
mutations, as well as in 2978 that harbors a splicing variant mutation. On the other hand, tissue
from patients 2414 and 3392 showed intermediate levels of p53, typical of the wild-type TP53
genotype observed in their corresponding cell lines (Figure 3 and Figure 4, Table 3). To confirm
that the frameshift and splice TP53 mutations identified in our cell lines would not code for a
truncated p53 protein that would not be recognized by the antibody used, we verified the TP53
MRNA expression of our cell lines using our microarray data. Our results showed that the three
cell lines harboring frameshift or splice mutations have absent to very low mRNA levels of TP53,
corroborating the absence of protein expression on the Western blot (Figure S5a). On the other
hand, wild-type TP53 or missense mutations showed high levels of mRNA expression.
Furthermore, we confirmed that in all the TP53 mutated cell lines, p53 is not functional, as
evidenced by absent or very low mRNA levels of CDKN1A (p21), a known p53 target [59,60], as
opposed to high levels of CDKN1A in the wild-type TP53 cell lines (Figure S5b).

Amongst the other markers for HGSC, PAX8 is expressed across all EOC tumors, whereas
Wilms tumor 1 (WT1) is solely expressed in the HGSC tumors (Figure 3 Figure S3). However, the
ascites-derived cell line OV3291 did not express WT1 (Figure 4), despite its associated tumor of
origin and corresponding tumor cell line TOV3921G expressing this protein (Figure S5) [39]. A
common origin for these two matched cell lines was demonstrated by the presence of identical
TP53 and CDK12 mutations, as well as by their proximal gene expression clustering (Table 3,

Figure 5a). Intriguingly, OV3291 cells expressed WT1 mRNA, and the expression of the WT1
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protein was not increased by inhibition of the proteasome (Figure S6), ruling out stability as the
mechanism of regulation responsible for the absence of WT1 expression. Further investigation is

warranted to fully understand this phenomenon.

The Western blot analysis of the TOV2414 cell line, on the other hand, showed a lack of
PAX8 expression (Figure 4). This discrepancy between tissue and cell line can be explained by the
focal localization of this protein in the tumor tissue, which would have been lost by random

selection during the establishment of the TOV2414 cell line.

Primary ovarian MC and colorectal metastases to the ovary overlap on many
commonalities, making them difficult to differentiate [57,61]. Most notably, absence of SATB2
expression, focal expression of PAX-8, positive expression of MUC5AC and MUC2, and to a lesser
extent, positive expression of CK20, strongly suggest that the tumor from patient 2414 is of the
mucinous subtype of ovarian origin, rather than a metastasis from the colon, the appendix or the
endometrium (Figure 3 and Figure S2) [62,63,64]. This is in spite of positive expression of CDX2
(Figure S2), which is more frequently positive in colorectal MC than ovarian MC (50% versus

38.3%, respectively) [65].

Ovarian CCC, on the other hand, is often confused with metastatic endometrial or renal
clear cell carcinoma (RCCC), due to overlapping characteristics [66,67,68,69]. The tumor of origin
of patient 3392 tests positive for Napsin A, and tests negative for estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR), WT1, and ARID1A (Figure 3 and Figure 4), suggesting that the tumor
was not of endometrial origin [55,66,67]. In addition, positive staining for CK7 and p16 (focal and
patchy), as well as negative staining for CK20 (Figure 3 and Figure 4 and Figure S2), set 3392 apart
from RCCC [68,69,70]. Taken together, these results are strong evidence suggesting that the 3392

tumor and its corresponding cell line are of the CCC subtype and of ovarian origin.

In addition, we showed that all HGSC cell lines, but not the MC or CCC, express high levels
of the CDKN2A mRNA (p16 protein) (Figure S5c), which is a distinct feature of HGSC tumors
[71,72].

Tumor expression of ER and PR was shown to help distinguish the different subtypes of

EOC [55,73]. Our results show that most analyzed HGSC tumors (2085, 2835, 2929, 3121)
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presented high levels of ER expression and absent or patchy expression of PR, whereas expression
of both ER and PR in the MC (2414) and CCC (3392) tumors was absent (Figure 2 and Figure S3),
as expected for these subtypes [55,73]. Expression of ER in each tumor’s corresponding cell line
was confirmed by WB, which correlated with expression in the tumor of origin (Figure 3). Protein
expression of human epidermal growth factor receptor-2 (HER2) is associated with malignant
transformation and is overexpressed in serous EOC subtypes in 10—-20% of cases [74,75]. HER2
was shown to be expressed in the tumor of origin of patient 3291 (Figure S3a) [39], but we did

not detect expression of this protein in any of the other solid tumors tested (Figure S2).

Collectively, our protein biomarker analysis together with our gene expression and
mutational profiling demonstrate the suitability of our cell lines as pre-clinical models to specific

EOC subtypes.
Diverse in Vitro Growth Characteristics

Growth characteristics were assessed by measuring doubling times (Table 4) and by live
cell imaging (Figure 5 and Figure S7) with confluence-based quantification fitted onto a curve, as
described in Methods. Average time to saturation was determined based on live cell imaging data
and reported as the number of days required to reach >95% confluence from a starting

confluence of 5-10% (Table 4).

Average doubling time varied greatly from one cell line to the next, ranging from 1.3 to
6.2 days (Table 4). Of note, the two non-HGSC cell lines TOV2414 and TOV3392D showed
significantly lower doubling time than the rest of the cell lines tested (Student’s t-test, p = 0.0013)
but were not significantly different when compared to each other (Student’s t-test, p =0.12). The
confluence-based proliferation curves show that TOV2414 was the fastest-growing cell line,
whereas OV2085 was the slowest (Figure 5 and Figure S7). For the majority of cell lines, the
confluence-based proliferation curves showed similar results to doubling time (i.e., high
proliferation rate, low doubling time value), except for OV2085 and TOV3392D, whose confluence
curves indicate a slower growth than their doubling time values when compared to other cell lines
(Figure 5 and Figure S7, Table 4). This discrepancy can be explained by the unique growth

phenotype of these two cell lines, which causes dissociation between changes in confluence and
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cell number. TOV3392D has a low doubling time (2.1 days) but grows very compactly and thus
takes longer to achieve confluence (26.0 days) despite the increase in cell number. OV2085, on
the other hand, grows upward rather than along the bottom of the culture dish, thus proliferating
without accurately reflecting this change on confluence (Figure 5 and Figure S7, Table 4).
Saturation density ranged from 1.3 x 10° cells for the OV3291 cell line, whose cells are
morphologically large, to 15.2—17.8 x 10° cells for the OV2085 and TOV3392D cell line, which have

a very small and compact morphology at saturation (Table 4).

As previously tested with the other EOC cell lines derived in our laboratory [39,76,77], the
ability of the cell lines to form spheroids was determined using the hanging droplet method,
evaluating shape, compactness, aggregation, and consistency of the spheroids formed (Figure 5,
Table 4). Out of the ten cell lines tested, only TOV3392D consistently formed compact spheroids.
TOV3121EP and 0OV3291 formed spheroids with small, compact cores surrounded by loosely
aggregated cells with an irregular margin. TOV2835EP, OV2978, and OV3331 formed loose
aggregates rather than solid spheroids, and TOV2929D consistently formed compact flat discs
rather than spherical. OV2085, TOV2414, and TOV2881EP did not form spheroids using this

method (Figure 6).

The migration potential of each cell line was evaluated by wound-healing migration assay
using live cell imaging (Figure 6). Migration velocity was calculated based on wound surface
closure as a function of time, as described in Methods (Table 4). TOV2414 showed the highest
migration velocity (103.0 um/h), closing the wound entirely in less than 12 h (Student’s t-test, p
=2.79 x 1072), whereas TOV3392D and TOV2929D had the slowest migration velocity (0.9 um/h
and 3.8 um/h, respectively), showing little to no ability to migrate (Student’s t-test, p = 1.64 x
10739). OV3331 migrated visibly with low velocity (9.7 um/h), whereas TOV2835EP, TOV2881EP,
0V2978, TOV3121EP, and OV3291 demonstrated similar intermediate wound-healing efficacy
(32.4-42.9 um/h) (Table 4). The migration potential of OV2085 could not be determined by this
assay, as this cell line could not be seeded at confluence prior to scratching, precluding the

generation of a clean wound.

Sensitivity to Platinum-Based Chemotherapy
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The carboplatin sensitivity of the cell lines was evaluated by clonogenic survival assays.
Among all the cell lines tested, TOV3392D and TOV2414 were the most strongly resistant to
carboplatin, with a half-maximal inhibitory concentration (ICso) of 18.4 and 11.2 uM respectively,
significantly higher than all the HGSC cell lines (Student’s t-test, p = 8.31 x 1079). This
chemoresistance cannot be attributed to an inherent low growth characteristic of these cell lines,
since they were found to have the fastest doubling time (Table 4). However, our results are
coherent with the current knowledge of CCC and MC, which are usually intrinsically refractory to
platinum-based chemotherapy [78,79,80,81]. In line with these results, patient 2414 did not
respond very strongly to chemotherapy (Table 2, Figure S1). However, as opposed to what was
shown in vitro, patient 3392 was surprisingly e most sensitive to chemotherapy (Table 2). This
could possibly be explained by the increased efficacy of a carboplatin/paclitaxel combination,

which was not tested in vitro, compared to carboplatin alone [82].

Of the other cell lines tested, OV2978 and TOV2881EP exhibited strong sensitivity to
carboplatin (ICso < 1 uM), significantly more sensitive than the other HGSC cell lines tested
(Student’s t-test, p = 0.00054). On the other hand, TOV2835EP, TOV2929D, TOV3121EP, OV3291,
and 0V3331 exhibited intermediate sensitivity to carboplatin (ICso between 1 and 5 uM) (Table
4). The sensitivity of OV2085 could not be determined with this assay, as this cell line did not form

clones.
In Vivo Growth Characteristics

To evaluate growth potential in vivo, each cell line was injected subcutaneously (SC) or
intraperitoneally (IP) in NOD rag gamma (NRG) mice (n = 5 mice per injection site for each cell
line) (Figure 7 and Figure S8). Four of the cell lines, OV2085, 0V3331, TOV2414, and TOV3392D,
produced tumors in mice upon SC injection. TOV3392D produced the most rapidly growing
tumors of the four cell lines, reaching 500 mm3 after an average of 35 days post-SC injection, but
this cell line also induced severe cachexia in all mice injected SC (n = 10 mice over 2 experiments),
forcing ethical interruption of the experiment and sacrifice of the mice between 53 and 68 days
post-injection. Of the other tumor-forming cell lines, OV2085 grew the fastest, followed by

TOV2414 and OV3331, which reached a tumor volume of 500 mm3 after an average 65, 125, and
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170 days, respectively (Figure 7). None of the other cell lines could form tumors in this mouse

model (Table S2, Figure S8).

Cell lines injected IP were tested for formation of ascites, tumors at site of injection, and
metastases at abdominal organs. Only TOV2414 and TOV3392D formed peritoneal tumors at the
site of injection. OV3331, OV2085, and TOV2929D formed medium to large metastases in most
cases, whereas TOV2414, TOV2881EP, and TOV3392D formed very small metastases. OV3331,
0OV2085, TOV2881EP, and TOV2929D all formed large volumes of ascites, between 2 and 8.5 mL

per mouse (Figure 7, Table S3).

2.1.2.4 Discussion

Epithelial ovarian cancer is a highly heterogeneous disease that poses critical challenges
when choosing appropriate pre-clinical models relevant in translational science. On one hand,
EOC is classified into five main subtypes (HGSC, LGSC, EC, CCC, and MC) with differences in
morphology, etiology, pathogenesis, pathology, molecular biology, and prognosis
[5,6,13,15,16,18,20,21,44]. On the other hand, the most frequent EOC subtype (HGSC) has a high
rate of genomic instability, thus rendering it highly heterogeneous even within its own subtype
[44,83,84,85]. Therefore, it is important to have reliable pre-clinical models for the rare EOC
subtypes, but it is imperative to have a multitude of HGSC models to cover the different facets of

this common but variable subtype.

Despite their limitations, tumor-derived cell lines remain one of the most versatile pre-
clinical models; they can be cultured two-dimensionally, as three-dimensional spheroids, and
even in vivo as xenografts. However, concerns exist on the process of adaptation to in vitro cell
culture conditions, which can be reflected on the success rate of cell line generation. The 10 novel
EOC cell lines described in this publication were derived in the same time frame (2004-2011) as
16 others from our laboratory [37,38,39], with a success rate of 13%, or slightly higher than what
was recorded in the literature available at the time (0-10%, [86,87,88,89]). However, a recent
publication demonstrated a 77% success rate of the establishment of ovarian cancer cell lines [90]
through the use of a combination of new enriched culture medium and plates with positively and

negatively charged plastic. The authors showed that their established cell lines retained the

66



genomic landscape, histopathology, and molecular features of the original tumors. Results from
the present work, together with those from our previous publication [39], also show that our cell
lines retain the histological, genomic, and molecular characteristics of the original tumors.
Therefore, albeit with a lower success rate, our established EOC cell lines have the potential to be
used as reliable pre-clinical models for future investigations concerning new treatment modalities

for the different EOC subtypes.

From the 10 novel patient-derived EOC cell lines described here, eight were identified as
HGSC, one as MC, and one as CCC. Each cell line was successfully characterized as belonging to
the subtype of the original patient sample by detailed protein biomarker (Figure 3 and Figure 4,
Figures S2-S4) and mutational and gene expression landscapes (Figure 2, Table 3) analyses.
Notably, all cell lines determined to be of the HGSC subtype harbored an annotated TP53
mutation, and the two non-HGSC cell lines TOV2414 and TOV3392D did not. These data were
confirmed by WB of whole cell lysates and IHC staining of the tumor of origin for each cell line,
where cell lines with missense TP53 mutations had a robust p53 overexpression, and those with
frameshift/splice TP53 mutations (null) did not express the p53 protein or mRNA. The two non-
mutated cell lines, on the other hand, showed low or focal expression of p53 in IHC and moderate
expression of the protein in WB. These are expected p53 phenotypes, as previously described

[55]. Concordantly, p53 was shown to be functional only in the two non-HGSC cell lines.

Further confirmation of the HGSC subtype involved the protein expression profiles of WT1,
PAX8, and ER, [55]; the mRNA expression of the CDKN2A gene (p16 protein) [71,72]; and sporadic
mutations in the FAT3, CDK12, and CSMD3 genes [13]. Most importantly, we demonstrated the
clinical relevance of our HGSC cell lines, as their gene expression landscape was very similar to
that of HGSC tumors from 593 patients from the TCGA cohort. Moreover, each of the eight HGSC
cell lines described present distinct growth and tumorigenic properties relevant for pre-clinical
models. In the past, our group has described and characterized 19 HGSC cell lines derived from
patients’ ascites or ovarian tumor tissue [36,37,38,39]. In the present work, we describe three
HGSC cell lines derived from omentum tissue (EP) that could prove relevant for studying the
spread of the ovarian disease to the omentum, as this is an International Federation of

Gynaecology and Obstetrics (FIGO) characteristic for stage IlIC [91], the stage in which all patients
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in this study were classified (Table 1). Of these cell lines, TOV2835EP and TOV3121EP did not form
SC or IP tumors in NRG mice, and demonstrated strong and intermediate in vitro sensitivity to
carboplatin treatment, respectively. However, the TOV2881EP cell line, which also demonstrated
intermediate in vitro sensitivity to carboplatin treatment (Table 4), formed in vivo metastases and
ascites when injected IP, though it did not form SC tumors (Figure 7). Interestingly, the time of
sampling for this latter cell line coincided with a recurrent peak of CA125 levels in the patient of
origin (Figure S1), which was not the case for the two former cell lines. Therefore, TOV2881EP
might be an interesting model to study disease spread at recurrence. In this study, we also
described a cell line derived from ovarian tissue, TOV2929D, with intermediate in vitro
carboplatin sensitivity (Table 4), and the ability to form in vivo metastases and ascites when
injected IP, but without forming tumors when injected SC (Figure 7). The time of sampling for this
cell line also coincided with a CA125 peak in the patient of origin but not at a point of recurrence
(Figure S1). Although the sensitivity of our cell lines to carboplatin was assessed by clonogenic
survival, i.e., a single cell assay, we do not rule out the possibility that their sensitivity might differ
if a cell population-based assay, such as proliferation, was to be used. This will be important to

take into consideration in future drug sensitivity studies involving these novel cell lines.

Of the other HGSC cell lines, OV2085 and OV3331 are attractive pre-clinical models, in that
they respectively show fast and slow in vivo growth when injected SC, and they both form IP
tumors (Figure 7). These could serve as clinically relevant models to evaluate drug efficacy for
treating tumors with distinct growth characteristics. The OV3331 cell line showed intermediate
carboplatin sensitivity in vitro, but that of the OV2085 cell line could not be determined by
clonogenic assay (Table 4). It would be interesting to evaluate carboplatin sensitivity using an in

vivo model.

Cell lines OV2978 and OV3291 are derived from ascites, and are matched to their ovarian
tumor cell lines derived from samples collected at the same time point for their corresponding
patients [39]. For the majority of analyses, the matched HGSC cell lines behave similarly, notably
in in vitro cell growth and carboplatin sensitivity, as well as the inability to form SC or IP tumors
in mice. However, cell line OV3291 could not be immortalized after multiple attempts to reach

cell passages higher than 55, similarly to one of our previously published cell lines, TOV-81D [36].
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Upon reaching passage 50, cell proliferation is slowed, and from passage 53, cell morphology
changes and cells become enlarged and non-proliferative. However, our laboratory had
previously described a tumor-derived cell line from the same patient, TOV3291G. This cell line
was shown to persist at least until passage 100 [39], making this pair of cell lines an interesting
model to study cancer cell line immortalization. Another key difference between these two
matched cell lines is the expression of WT1, an important marker of HGSC [92]. While the ascites-
derived OV3291 cell line does not express WT1 in Western blot, its matched tumor-derived cell
line TOV3291G, as well as its tumor of origin, does express the WT1 protein [39]. Nevertheless,
the molecular identity of the OV3291 cell line in relation to TOV3291 was confirmed both at the

DNA (mutational profile) and RNA (gene expression clustering) levels.

As for the MC cell line TOV2414, strong indicators for its ovarian mucinous subtype, aside
from wild-type p53 and absence of WT1 expression, include the observed KRAS mutation,
absence of SATB2 and focal expression of PAX8 [52,55,62]. This cell line is particularly interesting
with respect to its very fast in vitro growth, strong migratory capacity, chemoresistance to
carboplatin, and ability for form both SC and IP tumors. This model reflects the outcome of the
patient who had the shortest overall survival of all patients in this study (Table 1). Our ovarian
CCC cell line TOV3392D, also TP53 wild-type, harbours an uncommon but recurrent KRAS
mutation, in addition to its cell population phenotype of clear cells and hobnail nuclei, as well as
expression of Napsin A and absence of ER and PR, strongly confirming its CCC subtype rather than
metastatic endometrial carcinoma [56,66,93,94]. ARID1A and PIK3CA mutations are often
immediately associated with the CCC subtype [19,50,51,95]. These genes are amongst the most
recurrently mutated in this subtype; however, these mutations are estimated to have a frequency
of 46-57% and 28-40%, respectively; thus, the absence of mutations of these genes in our
TOV3392D cell line does not negate it as a CCC cell line. This cell line produced the most rapidly
growing SC tumors in NRG mice and was the most resistant to carboplatin in vitro of all cell lines
studied. It also formed IP tumors and metastasis, and mice injected with TOV3392D presented

with severe cachexia, a clinically relevant ovarian cancer symptom.

Although several EOC cell lines were reported in the literature, a large number of these

were insufficiently characterized, lacking important histological and molecular information. These
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include recently characterized ovarian cancer cell lines, where information regarding the tumor
of origin, i.e., histology and protein biomarker analysis is not available for all the patients from
which the cell lines were derived [54,90,96]. Moreover, systematic genomic and morphological
analyses of a panel of the most often used ovarian cancer cell lines suggested that most of these
cell lines were unlikely to originate from HGSC [34,35,97] and, thus, are inadequate models for
studying this disease. Similarly, several non-HGSC cell lines failed to represent the EOC subtype
as classified [15,34]. Our present work, which makes available 10 novel, diverse, and
representative EOC cell lines, significantly improves the representation of EOC by its cell line
models. Although eight of the ten cell lines presented here are of the same subtype, each presents
a unique combination of individual characteristics, making them valuable models that can be
combined with some of our previous well-characterized cell lines [36,37,38,39] to study a vast

array of phenomena, in order to better understand this heterogeneous disease.

2.1.2.5 Materials and Methods

Patient and Sample Data

Tumor and ascites samples were obtained from patients from the Centre hospitalier de
I’'Université de Montréal (CHUM), Division of Gynaecologic Oncology, following informed consent.
The stage was determined at the time of surgery by an on-site gynaecologic oncologist following
the FIGO classification criteria [91]. Histology and tumor grade were evaluated by a gynaecologic-
oncology pathologist according to FIGO recommendations [91]. The study was approved by the
relevant institutional ethics committee, the Comité d’éthique de la recherche du CHUM (#2005-

1893, BD 04.002—BSP).
Cell Line Establishment and Culture Conditions

Ten cell lines were established from samples originating from ten patients: 2085, 2414,
2835, 2881, 2929, 2978, 3121, 3291, 3331, and 3392. All cell lines were kept in low oxygen
conditions at 37 °C, 7% 02, and 5% CO2 throughout the derivation process, following a previously
established protocol [39]. Briefly, in the case of ovarian tumor (TOV) tissue-derived cell lines,
tissue was scraped into a 100 mm plate with complete OSE medium (see below) and maintained

for 40 days with weekly culture medium replacement. In the case of ovarian ascites (OV)-derived
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cell lines, patient ascites were centrifuged, where the cellular fraction was collected and seeded
into a 100 mm plate, maintained by the same protocol as TOV cell lines. Cells were passaged at
near-confluence and were considered immortal upon reaching 50 passages. Cells were
maintained at 37 °C in low oxygen conditions (7% 02, 5% CO2) and grown in complete OSE
medium, consisting of OSE medium (WISENT Inc., St-Bruno, QC, Canada), 10% fetal bovine serum
(Gibco®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 0.5 ug/mL amphotericin B (WISENT
Inc.), and 50 pg/mL gentamycin sulfate (WISENT Inc., St-Bruno, QC, Canada) (normal culture
conditions; NCC). Cells were passaged by trypsin 0.05% (WISENT Inc., St-Bruno, QC, Canada)
digestion before reaching confluence, and culture medium was replaced weekly if cells were not
passaged for more than seven days. All assays on these cell lines were conducted between
passages 60 and 80, except in the case of OV3291, a non-immortalized cell line, which were

conducted between passages 30 and 45.
Mutational Profiling

Libraries for whole exome sequencing (WES) were prepared from 500 ng of DNA using the
NimbleGen SeqCap EZ Human Exome Library v3.0 kit (Roche NimbleGen, Inc., Madison, WI, USA),
followed by paired-end sequencing on the HiSeq 4000 (lllumina, Inc., San Diego, CA, USA),
according to recommended protocols, at the Centre d’expertise et de services (CES) Génome
Québec (https://cesgq.com/). Alignment to the human genome NCBI37/hg19 was also performed
by this facility to obtain BAM files of each of the 10 cell lines. BAM files were then uploaded into
the public European Galaxy Network [98]. Variant calling in selected subtype-specific genes (TP53,
BRCA1, BRCA2, NF1, GABRAG6, RB1, CSMD3, CDK12, FAT3, ARID1A, BRAF, PTEN, PIK3CA, CTNNBL1,
PPP2R1A, NRAS, KRAS) was achieved using freebayes [99], SamTools & Bcftools [100], and reads
were trimmed with a minimum Phred score of 30. Annotations were then added using SnpEff
[101], dbNFSP [102] and Variant Effect Predictor [103]. From the annotated list of variant calls,
only those referred as missense, splice variant, or frameshift with deleterious or damaging
mutations were selected. Finally, the reads matched to variants in candidate genes were verified
manually through Integrative Genomics Viewer (IGV) [104], and only variants with more than 80%

of reads were accepted as homozygous somatic mutations presented in Table 4.
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Gene Expression Microarray

RNA from 32 EOC cell lines, which includes 10 from this study and 22 previously
characterized by our group [36,37,38,39], was extracted from cells when cell confluence reached
50-70%, using TRIzol™ Reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA),
according to the recommended protocol. Microarray experiments were performed at the McGill
University and the CES Génome Québec. Briefly, total RNA was quantified using a NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA), and its
integrity was confirmed to have an RNA Integrity Number (RIN) of >9.0. using an Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Sense-strand cDNA (ss-CDNA) was
synthesized from 100 ng of total RNA, and fragmentation and labeling were performed to produce
ss-cDNA with the GeneChip® WT Terminal Labeling Kit (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) according to manufacturer’s instructions. Then 2.8 ug of DNA
target was hybridized on Clariom™ S Assay HT, human (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) and
processed on the GeneTitan® Instrument (Thermo Fisher Scientific, Inc.) using the instrument’s
Hyb-Wash-Scan automated workflow. Obtained CEL files were extracted and normalized using
the Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0 software (Affymetrix). In this study, we performed
subsequent gene expression analyses on the 10 cell lines described herein, as well as the matched
TOV2978G and TOV3291G cell lines. For these 12 cell lines, unsupervised hierarchical clustering
and principal component analysis (PCA) were performed using the TM4 MultiExperiment Viewer

v3 software (MeV), a free, open-source tool for analyzing microarray data [105].

To demonstrate that the eight HGSC cell lines described here were clinically relevant, their
microarray data (plus those from the two matched TOV2978G and TOV3291G cell lines) were
compared to that of the publicly available Affymetrix U133a gene expression microarray data
from 593 HGSC tumors from the TCGA cohort. The whole Affymetrix dataset was downloaded
using the UCSC Xena Functional Genomics Explorer platform [53]. To harmonize our data with
that of TCGA, the expression values of our microarray were converted to base 2 log. For both
datasets, the mean values and their standard error of the mean (SEM) were calculated for each
gene. We selected the 1000 most upregulated genes and the 1000 most downregulated genes

from the TCGA dataset based on the average values and verified their expression in our
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microarray dataset. Following a previously described procedure [54], we then selected the 1000
most variably expressed genes in the TCGA dataset based on the highest SEM values. This list of
genes was verified in our microarray dataset, and a Pearson correlation analysis was performed

using the GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Immunohistochemistry

Tissue sections (4 um thick) were entirely stained with automated stain kit (Table S4)
(Ventana Medical Systems Inc., Oro Valley, AZ, USA). Slides were heated to 95 °C, and cell
conditioning solutions (Ventana Medical Systems Inc.) #1 (cc1, cat.#950-124) or #2 (cc2, cat.#950-
123) were added for set lengths of time for antigen retrieval (refer to Table S4 for cell conditioning
solution and antigen retrieval time). Pre-diluted antibodies (Table S5) were added manually. All
slides were incubated at 37 °C. Antigen-antibody reaction was revealed using Universal DAB
detection kits (Ventana Medical System Inc.) (refer to Table S4). At the end of the experiment,
counterstaining was achieved with hematoxylin and bluing reagent (Ventana Medical System
Inc.). H&E staining was performed using the Varistain XY model of the Shandon Multi-Program
Robotic Slide Stainer (Thermo Fisher Scientific Inc.) and following a standard H&E protocol. Tissue
slide sections were scanned with a VS-110 microscope (Olympus, Center Valley, PA, USA) with a

20X objective. The OlyVIA v2.9 software (Olympus) was used for image analysis.
Western Blot

Cells were scraped from a petri dish with PBS at around 60—70% confluence, pelleted, and
lysed with mammalian protein extraction reagent (Triton X-100 1%, Glycerol 10%, Tris-Base pH
4.7 50 mM, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM) containing a protease and phosphatase inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA) on ice for three times 5 min, vortexing between
each incubation. Protein concentration was measured by Bradford protein assay (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) using the GENESYS 10S US-Vis spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Then 30 ug of total protein extract were loaded and
migrated at 100V in Mini PROTEAN® TGX™. Stain-Free 4-15% gradient Tris-glycine SDS-
polyacrylamide 15-well gels (Bio-Rad Laboratories) and transferred onto 0.2 um nitrocellulose

membranes with the Trans-Blot Turbo transfer system (Bio-Rad Laboratories) using the mixed
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molecular weight program. Membranes were blocked with a PBS-Tween-milk solution (Tween 20
0.1%, milk 5%) and incubated with primary antibodies (Table S5) overnight at 4°C. Bound primary
antibody was detected using horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies and
Amersham™ ECL Prime Western Blotting detection reagents (GE Healthcare, Chicago, IL, USA).
Chemiluminescence was imaged using the ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA).
Cell Growth Rates and Saturation Density

Growth rates were determined by measuring doubling time, as previously described
[36,37,39], as well as by following changes in cell confluence through live cell imaging. For
determining the doubling time, cells were seeded in parallel in distinct plates of the same size
with identical densities. After two to five days incubation in NCC, cells were detached with trypsin,
resuspended in culture medium and counted using a hemocytometer. Cell counts at two different
time points (final count and initial count) were compared, and doubling time was calculated using

the following simplified version of an established formula [106]:

] ] At
Doubling time =

l0g>(2)

where C; and C; respectively represent the later and earlier cell counts at two distinct time points,
and At represents the elapsed time between cell counts C; and Cs. Cell confluence was followed
by live cell imaging using the IncuCyte® ZOOM System (Essen BioScience Inc., Ann Arbor, MI, USA)
and calculated using the IncuCyte® ZOOM 2016B software (Essen BioScience Inc.), where specific
confluence masks were created for each individual cell line based on their morphologies (Table
S6). Estimated time to saturation (Table 4) was expressed as the average time required to reach
saturation (>95%) from initial confluence (5—10%). Saturation density was defined as the mean

number of cells on a 100 mm petri dish (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) at confluence (>95%).
Spheroid Formation Assay

A spheroid assay was performed to determine which cell lines could form three-

dimensional aggregating structures using a previously described method [39,76,77]. In 16 ulL of
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complete OSE medium, 2000 cells were suspended and placed on the cover of a non-coated
plastic petri dish, which was subsequently inverted. Sterile PBS was added to the bottom of the
plate to prevent evaporation of the hanging droplets. Droplets were incubated in NCC for 6 to 10
days, and spheroid formation ability was classified based on shape and compactness of the three-

dimensional structures.
Wound-Healing Assay

Cells were seeded at confluence in a 96-well plate and incubated in NCC for 24 h. Wells
were subsequently scratched using the IncuCyte® WoundMaker (Essen BioScience Inc., Ann
Arbor, MI, USA), washed with PBS, and incubated in NCC. Scratches were monitored by live cell
imaging using the IncuCyte® ZOOM System (Essen BioScience Inc., Ann Arbor, MI, USA), and
images were analyzed using the publicly available MRl Wound Healing Tool macro on Image)
[107,108]. Residual scratch width was calculated by dividing the calculated area by image length,

and velocity was expressed as um/h.
Carboplatin Sensitivity Assay

Carboplatin sensitivity was determined by clonogenic survival assays, as previously
described [38,109]. Cells were seeded in a series of 6-well plates at a cell-line dependent density
which allowed the formation of isolated clones: 750 cells/well (TOV2414; 0OV3331), 1500
cells/well (TOV2835EP; OV3291), 2000 cells/well (TOV3121EP), or 4000 cells/well (TOV2881EP;
TOV2929D; OV2978; TOV3392D). Cells were incubated in NCC for 24 h, after which the culture
medium was replaced with complete OSE medium containing carboplatin (Accord Healthcare Inc.,
Kirkland, QC, Canada) at varying concentrations (0-100 pM). Cells were incubated with
carboplatin for 24 h, after which the treatment medium was replaced by fresh complete OSE
medium, and cells were then incubated until colonies were visible at a 2x magnification (6—21
days). Plates were then fixed for ten minutes with cold methanol (Chaptec Inc., Montréal, QC,
Canada) and colored for ten minutes with a solution of 50% v/v methanol and 0.5% m/v
methylene blue (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA). Colonies were
counted using a stereomicroscope, and the count for each concentration of treatment was

reported as mean percent of control wells. Half maximal inhibitory concentration (ICso) values
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were calculated using the GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

USA). Each individual experiment was performed in duplicate and repeated three times.
Mouse Experiments

All animal studies were approved by the Institutional Committee on Animal Protection
(Comité institutionnel de protection des animaux-CIPA) protocol according to the Canadian
Council on Animal Care (CCAC) (protocols C14008AMMs and C18010AMMs). Tumorigenic
potential was assayed by injection of cells in NOD.Cg-Ragltm1Mom IL2rgtm1Wijl/Sz) (NOD rag
gamma; NRG) mice (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) at subcutaneous left gluteal
injection (SC) or intraperitoneal (IP) sites, as previously described [39]. A total volume of 200 pL
was injected in each mouse, consisting of a suspension of 5 x 10° cells in 100 pL of cold Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (D-PBS) (WISENT Inc., St-Bruno, QC, Canada) and 100 uL of either
Matrigel® Matrix (Corning Inc., Corning, NY, USA) for SC injections or D-PBS for IP injections. The
mice were housed under sterile conditions in a laminar flow environment with unrestricted access
to food and water. Formation of tumors, ascites, and metastases was evaluated twice a week for
over 200 days. Animals were sacrificed before the mice reached certain limit points established

by CIPA in accordance with guidelines by CCAC.

2.1.2.6 Conclusions

Our work reports ten novel immortalized EOC cell lines, providing well-characterized pre-
clinical models for the benefit of the research, medical, and pharmaceutical communities, in order
to advance therapeutic strategies for this deadly disease. Thorough analyses of protein
biomarkers, somatic mutations, and gene expression demonstrate that each cell line represents
critical aspects of the histological subtypes from which they were derived. These cell lines have
diverse in vitro growth characteristics critical to cover the individual differences of EOC patients.
Furthermore, some of the cell lines have the ability to grow as xenografts in mice, making pre-
clinical in vivo experiments possible. These reliable and versatile models offer valuable tools for

the study of ovarian cancer.
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2.1.2.12 Figures and Tables

Table 1 — Clinical characteristics of patients from whom cell lines were derived.

gnosts onths age (U/mL) ubtype Status History Treatment Death
2085 63 28 818 None
2835 62 22 1126 None
2881 56 50 1260 None
2929 77 86 74 HGSC CR
2978 63 28 2397 Wild- None None
3121 62 47 mcC 42 type None Yes
3291 59 12 1631 None
3331 72 13 3347 AC None
2414 63 4 1332 MC None
3392 42 29 275 CCC Breast F]"EF%I\}I?T

HGSC: high grade serous carcinoma; AC: adenocarcinoma; MC: mucinous carcinoma; CCC: clear cell carcinoma;
CR: colorectal, FEC: 5-fluorouracil/epirubicin/cyclophosphamide; RT: radiotherapy; TZM: trastuzumab. The dashed
lines indicate that the value applies to all lines.
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Table 2 — Treatment and sampling information for samples from which cell lines were derived.

Cyto-Reductive  Imitial Platinum Oncologic Platinum
Patient Cancer of Surgery, Response oBle Sensitivity at Year at Site of Cell Line
.. N Treatment Received . N . .
D Origin Residual (6 Months After Prior to Samplin Time of Sampling Sampling  Designation
Disease First-Line) { L Sampling
- . Primary, S Carboplatin, .
2085 Owaries ) Sensitive i Refractory 2004 Ascites OV2085
Opilmal Paclitaxel
_ . Prima Ty, . Ca rhnpla tin, )
2835 Peritoneal ) Resistant i Resistant 2006 Omentum  TOV2835EP
Optimal Paclitaxel
) Carboplatin,
2881 Ovary (L) mni:g’ Resistant paclitaxel, Refractory 2006 Omentum  TOV2881EDP
omplete tamoxifen
2929 Ovary (R) &E‘;‘ii Resistant Chemonaive Resistant 2006 Ovary TOV2929D
) Prima Iy, . ~ X . .
2978 Owaries Completc Resistant Chemonaive Resistant 2006 Asciles OV2978
3121 Fallopian Interval, Sensitive Carboplatin, Refractory 2006 Omemtum TOV3I2IEP
tubes Optimal Paclitaxel
3291 Ovaries (',:::;?b'p Resistant Chemonaive Resistant 2007 Ascites OV3291
Carboplatin,
3331 Owaries None Refractory paclitaxel, Refractory 2007 Ascites OV3331
epothilone B
2414 Ovaries Primary, Resistant Chemonaive Resistant 2005 Ovary TOV2414
sub-optimal
S-fluorouracil*,
Prima epirubicin®,
3392 Owvary (R) Com 1:;’(‘ Sensitive cyclo-phosphamide?, Sensitive 2007 Owary TOV3392D
omplete radiotherapy®,
trastuzumab*

L: left; R: right; OV: ascites; TOV: solid tumor tissue; EP: omentum; D: right ovary; t: optimal if <1 cm, sub-optimal
if 1.0 cm, complete if none, }: As defined by the Gynecological Cancer Intergroup (GCIG), *: Received no ovarian
cancer treatment prior to sampling, but had previously received oncologic treatment for breast cancer.
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Figure 1 — Morphology of 10 new patient-derived epithelial ovarian cancer (EOC) cell lines.
Shown are brightfield microscopy pictures of each cell line, between passages 60 and 75, except
in the case of OV3291, represented at passage 33. At these passages, cells exhibited uniform
morphology, and cell lines were devoid of fibroblast-shaped cells. All pictures were taken at a

magnification of 100x.
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Table 3 — Profiling of deleterious homozygous mutations by whole exome sequencing and

mutation analysis of EOC subtype-specific candidate genes in the derived EOC cell lines.

Gi
Cell lines enes
BRCA1, BRCA2, NF1,
GABRA®, RB1, ARID1A,
TP53 CDK12 FAT3 CSMD3 KRAS BRAT, PTEN, PIK3CA,
CTNNBI1, PPP2R1A, NRAS
c395A > G
0OV2085 (missense, p.K132R) N.L N.I N.IL N.L NI
cBG=>T
TOV2835EP (missense, p.D281Y) N.L N.I N.IL N.IL N.L
e ot 2860 = C
Tovassigp  SH7C "R% l_g.‘l‘;)ssem’ NI (missense, NI NI NI
p-s p.GI0A)
725G > A
TOV2929D (missense, p.C242Y) N.L N.IL N.L N.IL N.L
OV2978 ¢.920-2 A = G (splice) N.L NI N.IL N.IL NI
c.1688A = C
c.641del X
TOV3121EP ! N.L N.I. (missense, N.L N.I.
(frameshift, p.H214{s) p.N5635)
c.745A > T (missense, c3095+1G
0Vv3291 p.R249W) > A (splice) N.L N.IL N.L N.L
c.630del
0V3331 (frameshift, p.N210fs) NI NI N.L N.L NI
c.35C = C
TOV2414 N.L N.L N.L N.L (missense, N.L
p.G12A)
cHMC = A
TOV3392D N.I. N.IL N.I. N.L (missense, N.IL
p.G125)

N.I: none identified.
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Figure 2 — Gene expression analysis of our EOC cell lines, and comparison to tumor samples
from the TCGA high-grade serous carcinoma (HGSC) dataset. (a,b) The complete normalized
gene expression data for each of the 12 analyzed cell lines (10 from this work plus the two
matched tumor cell lines from patients 2978 and 3291) was subjected to (a) unsupervised
hierarchical clustering and (b) principal component analysis (PCA) using the TM4 MeV software.
(c) Expression of the 1000 most up- or downregulated genes in HGSC tumors from the TCGA
cohort (left) was verified in 10 of our HGSC cell lines (8 from this work plus the two matched
TOV2978G and TOV3291G cell lines) (right) and plotted as bar graphs (mean * SEM). (d)
Expression of the 1000 most variably expressed genes in the TCGA HGSC cohort was verified in

the 10 HGSC cell lines mentioned in (c), and Pearson correlation analysis was performed.
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Figure 3 — Immunohistochemistry staining for ovarian cancer markers. Shown are
immunohistochemistry (IHC) staining of the tumor of origin from which each cell line was derived,

separated by subtype. Each tumor was tested for relevant biomarkers for its respective subtype.
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Figure 4 — Protein expression of EOC subtype-specific markers in tumor cell lines. Detection of
characteristic subtype-specific EOC markers (p53; cytokeratins 7, 8, 18, and 19; WT1; PAXS8; and

ER) of whole cell lysates of each cell line. B-Actin was used as control (n = 3).
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Figure 5 — Confluence-based proliferation curves by live cell imaging. Cell proliferation of each
cell line was determined by measuring confluence every 2 h. Initial values of confluence were
between 5 and 10%, and cells were left to proliferate until confluence reached approximately

100%. Grey zones represent SEM (n = 3).
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Table 4 — In vitro growth characteristics of the cell lines.

Cell Line Growth Characteristics

Migration

: . X Carboplatin
Cell Lines ~ Doubling nmelo - SuWRlOn  Nymperof ~ Spheroid - Velacity ICs0 (um)
. Saturation Density Formation (um/h)
Time (Days) i 3 Passages - AVG + SEM
AVG + SEM (Days) (x10° Cells) to Date AVG + SEM
= AVG +SEM  AVG = SEM
0OV2085 6.2+22 36.2+3.6 152 +4.0 =100 No N/A N/A
TOV2835EP 24+03 103+1.7 6.4+0.7 =100 Aggregate 359 +47 1.1+05
HGSC TOV2881EP 61+17 176+24 3.5+02 80 No 324+42 0.8+0.1
’ TOV2929D 6.0+ 1.1 179+24 93+2.0 =100 Flat + 38+13 4.0+0.8
0oVv2978 3.8+0.03 133+1.7 3.7+09 =100 Aggregate 4294+49 0.5+02
TOV3121EP 30+05 125+2.1 28+0.1 =100 C“::f’:mt 326+117 43+03
0V3291 44 +0.6 169+ 1.8 13+03 55 L"fgrp:d 392+57 50+12
0V3331 2703 167 +35 93+19 80 Aggregate 9712 26+08
MC TOV2414 13+02 42+03 66+03 >100 No 103.0 + 9.5 112430
CcCcc TOV3392D 21+04 26.0+7.1 178+ 2.7 80 Compact 09+04 184 +3.8

1Csp: half maximal inhibitory concentration; N/A: data not available; *: 95% confluence, from 5-10% starting
confluence, as measured by live-cell imaging and cell line-specific confluence masks; t: spheroids were flat discs.
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Figure 6 — In vitro culture phenotypes. Spheroid formation of cell lines after 5-8 days using the
hanging droplet technique with 2000 cells seeded, and migration evaluated by wound-healing
scratch assay. Photos for migration were taken 0, 12, and 24 h after the plate was scratched. All

photos are representative of three independent experiments.
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Figure 7 — In vivo growth characteristics. (a) Evolution of tumor volume after SCinjection in NRG
mice, for cell lines that induced observable tumor growth (n = 5). Points represent average + SEM,
and curves were plotted when end points were attained per group, when the first animal was
sacrificed. (b) Kaplan—Meyer survival curves of NRG mice after IP injection with each of the cell
lines (n = 5). For clarity, cell lines were separated and grouped by HGSC that formed (top) or did
not form (middle) tumors, ascites, and/or metastases in at least 3/5 mice, and non-HGSC cell lines
(bottom). Censored data points represent mice that had reached end points. (c) Summarizing

table of in vivo growth characteristics.
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2.1.2.14 Supplementary Figures and Tables
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Figure S1 — Patient progression and therapy graphs. Graphical representation of CA-125 levels
over time. Treatment regimens are represented by highlighted zones overlapping CA-125 curves,
and by color-coded symbols at the top of each graph as per graph legends. Arrowheads on the
CA-125 curve indicate surgeries. The red symbol on each curve represents the sample that
resulted in the patient’s corresponding cell line, either arrowheads for surgeries, or diamond

shapes for ascites collection. The vertical blue line on the x-axis indicates 6 months after the end

of the patient’s first treatment regimen.
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Figure S1 — continued.
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Figure S2 — Additional IHC stainings. Shown are supplementary IHC staining of the tumor of
origin from which each cell line was derived, separated by subtype. Each tumor was tested for

relevant biomarkers for its respective subtype.

101



A) Tumor of origin B) Cell Lines

2978 3291

2
vs]

H&E
e ¢
5 R
p53 2 =
p53
PAX-8 PAX-8 _
cK7 ck1s
w1
HERZ N
e-actin. I
CK18
WT1
HER2
CK18

Figure S3 — H&E and IHC stainings of ovarian tumors from patients 2978 and 3291, and
corresponding WB of the TOV2978 and TOV3291 cell lines. Data is reproduced, with

modifications, from Figure 4 of our previous publication [1] with permission from the publisher.
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Figure S4 — Whole Western blots of protein expression of markers in tumor cell lines. (a)
Detection of characteristic subtype-specific EOC markers (p53, CK7, CK8, CK18, CK19, WT1, PAX8
and ER) in whole cell lysates of each cell line, with B-Actin as a control. All blots were loaded with
the same sample order, indicated by lane numbers on the top left panel. Correspondence of lane
numbers and cell lines is indicated in (b). (b) Intensity ratio of biomarkers for each cell line,

normalized with B-Actin.
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Figure S5 — Gene expression of TP53 (a), CDKN1A (b) and CDKN2A (c). Left panels are gene
expression in the 10 novel EOC cell lines described in this work, whereas right panels are gene
expression in the matched ascites and tumor cell lines derived from patients 2978 and 3291. The
image on top (a) (left) shows protein bands of p53 from the WB of Figures 4 and S4, for ease of

comparison. Red fonts denote cell lines with frameshift or splicing mutations.
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Figure S6 — Characterization of WT1 expression in the OV3291 cell line. (a) WT1 mRNA and (b)
WT1 protein expression was analyzed in OV2085 (as a positive control), TOV3291G and 0V3291
cells. Correlation between mRNA and protein expression of WT1 was observed in OV2085 and
TOV3291G, but not in OV3291. WT1 protein was also analyzed in OV3291 treated for 2 h with
MG132. MG132 is a proteasome inhibitor that reduces the degradation of ubiquitin-conjugated

proteins. Intensity ratio of WT1 protein for each cell line was normalized with B-Actin.
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Figure S7 — Confluence-based proliferation curves by live cell imaging fitted into a single graph.
Cell proliferation of each cell line was determined by measuring confluence every 2 h. Initial
values of confluence were between 5 and 10%, and cells were left to proliferate until confluence
reached approximately 100%. Curves were fitted to a single graph for easier comparison between

cell lines. Refer to Figure 4 for the SEM of each curve.

106



1000+ = (O\/2978
«z‘g - OV3291
£ TOV2835EP
g — TOV2881EP
g 5001 — TOV2020D
s
5 TOV3121EP
g
S
-
0 50 100 150 200 250
Time (days)
b
100 . 00—+ 100
W - 0V2085 — o | = OVa201 — - TOV2414
- —— OV2978 s = TOV2835EP .2 -~ TOV3392D
% 60 — OV333] % 60+ - TOV2929D % 601
E o - TOV28B1EP E“" - TOV3121EP *g 0]
£ 2 & 204 £ 204
e T b S PR A PN T 0 @ o a0
Time (days) Time (days) Time (days)

Figure S8 — Supplementary in vivo growth characteristics. (a) Evolution of tumor volume after
SCinjection in NRG mice, for cell lines that did not induce observable tumor growth (n =5). Points
represent average + SEM, and curves were plotted until end-points were attained per group,
when the first animal was sacrificed. (b) Kaplan-Meyer survival curves of NRG mice after SC
injection with each of the cell lines (n = 5). Cell lines were separated for clarity. Censored data

points represent mice that had reached end-points.
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Table S1 — Additional notes on patients from whom tumors were collected.

Patient ID Additional Motes

Received bilateral salpingo-oophorectomy, total abdominal hysterectomy and omentectomy
Family history of breast cancer;
2085 Participated in study OV-16 Arm 2 (carboplatin/paclitaxel);
Metastases at intra-abdominal Iymph nodes, left iliac lymph node, liver and peritoneum;
Presence of ascites

Eeceived bilateral salpingo-cophorectomy and total abdominal hysterectomy
Patient tissue was negative for ovarian cancer at surgery in 2001, but peritoneal lavage was positive;
Patient only received treatment in 2005;
2835 Received cisplatin intraperitoneally due to persistent miliary disease;
Participated in study CEPO%)eA2203E] (epothilone B);
10% clear cells at histopathology;
Metastases at peritoneum, rectouterine pouch, omentum, right inguinal lymph node, right breast and liver (right lobe)

Received bilateral salpingo-oophorectomy, total abdominal hysterectomy and omentectomy
Family history of malignant neoplasm of the urinary tract;
Eeceived cisplatin intraperitoneally;
Metastases at pelvic and retro-peritoneal lyvmph nodes, sigmoid colon, peritoneum and liver

2881

Eeceived bilateral salpingo-oophorectomy, total abdominal hysterectomy and omentectomy
Previous recto-sigmoid junction cancer, treated by partial colectomy;
Ovarian metastases at small intestine, intra-abdominal Iymph nodes and right kidney;
Refused chemotherapy at third-line treatment, and was thus treated with Megestrol

2929

Eeceived bilateral salpingo-cophorectomy, total abdominal hysterectomy and omentectomy
Participated in study CEPO200A2303 (patupilone);
2978 Participated in study FOCUS Arm 1 (dalteparin);
Metastases at peritoneum;
Presence of ascites

Received bilateral salpingo-oophorectomy, total abdominal hysterectomy and omentectomy

121 Metastases at peritoneum, pleural space and liver

Eeceived bilateral salpingo-oophorectomy, total abdominal hysterectomy and omentectomy
Carboplatin/taxol were administered both intraperitoneally and intravenously;
3291 Ascites and tumor were collected at the same time;
Metastases at peritoneum and liver;
Presence of ascites

Was treated in a non-affiliated hospital and was not operated, thus no histopathelogy subtype could be determined;
Death by malnutrition following disease progression;
Participated in study CEPO%06A2203E]1 (epothilone B);
Caelyx protocol was interrupted at patient’s request;
Metastases at paratracheal lymph node and peritoneum;
Presence of ascites and pleural effusion

3331

Received bilateral salpingo-cophorectomy, total abdominal hysterectomy and partial omentectomy
2414 Used Premarin for menopause between 1998 and 2001 (before diagnosis);
Presence of ascites

Eeceived bilateral salpingo-oophorectomy, total abdominal hysterectomy and omentectomy
Treated with FEC Protocel (2004-2005), radiotherapy (2005) and Trastuzumab (2005-2006) for breast cancer;
Owarian metastases at peritoneum;

Presence of ascites

3392
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Table S2 — Additional observations in in vivo growth experiments (SC injections).

Cell line Monse Obszervations

1117 -

1118 -

thymic lymphoma; prostration; respiratory distress (exclusion due to early onset of thymic

OV2085 1125 .
Iymphoma)

respiratory distress; 25% body weight loss

TOWV2835E -
TOWISE1EP -
TOV2920D -
OV2978 -
lots of abdominal fat
air in the intestines and fallopian tubes
TOWV31Z1EP -
air and fluid in fallopian fubes; pale lungs
OV32al -
1573 -
1087 respiratory distress; weight loss; dehy dration; white mucesae
1088 -
0Ov3aal 1089 -
1020 respiratory distress; thymic lvmphoma; enlarged spleen; flamentous mass below the heart
1096 -
1055 fumer ulceration
1065 -
TOV2414 1066 tumeor ulceration; large intestinal tumor; small metastases; swollen abdomen and stomach
10s7 fumer ulceration
10&8 fumer ulceration
1591 20% body weight loss
1352 20% body weight loss
1581 20% body weight loss
1-82 25% body weight loss; dark pink hings
TOVI397D 1593 20% body weight loss
2434 20% body weight loss
2445 20% body weight loss; pale organs; wery swollen stomach
246 20% body weight loss; large amount of feces in intestines
2247 20% body weight loss; pale organs
244B 20'% body weight loss; swollen stomach
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Table S3 — Additional observations in in vivo growth experiments (IP injections).

Cell lina Mouse Observations
1129 red ascites; metastases in fat mear ovaries, bladder and abowve liver
1127 2.5 mL red ascites; large ovarian tumors (B + L); metastases at mesenfery and between liver and
stomach; enlarged spleen with white spots; pale hmgs
1138 7 mL red ascites; large metastases at bladder, liver, spleen; small metactases at stomach and indestine;
O 2085 swollen and red fluid-filled ovary (L); enlarged spleen; pale hnes and liver
1128 5.5 mL red asdtes; medinm metastases at bladder, liver, stomach, spleen, infestines; small metastases
near spleen, liver, stomach:; tumors at ovaries; enlarged spleen
1147 3 mL red ascites; mguinal and ovarian fumors; medium metastases at bladder and below stomadh; small
metastases near spleen, liver, stomach; enlarged spleen
1218 wiaight loss; enlarged belly and spleen; prosiration; hard yellow mesenteric tumor; pale lungs and Liver
1219 dyspnea; body weight loss; dizzy; air in stomach, intestines, caecum; pale lungs and liver
TOWVIEISER 1220 swollen and liquid-filled red fallopian fubes
121 swrollen and liquid-filled red fallopian tubes
1222 small white spot on spleen
e 2 L. pinkish brown asdies; metastases at pancreas, liver, stomach, diaphragm; small nodules on
1352 kidneys; very pale iver
TOVIESIER 1393 2 ml red asdtes; small metastases af mesentery and fallopian tubes; enlarged spleen; pale hmgs
1384 5 mL red ascifes; small metastases at liver, stomach; enlarged spleen; pale liver and himgs
1395 5 mL red ascites; small metastases at liver, stomadh; enlarged spleen; pale liver and hings
1396 enlarged mtestine
1299 2 mlL ascites; enlarged intestine and spleen; medium metastasis between liver and stomach; small
metastases at mesentery and stomach; swollen fallopian tubes
1500 7 mL dark red asdtes; small metastases at stomach, spleen, liver; enlarged spleen; light brown liver
TOA2929D 1501 5 mL dark red ascites; small metastases at bladder, iver, spleen and stomach
1502 6.5mL dark red ascites; medium metastases at stomach; small metastases at stomach and pancreas;
enlarged spleen; pale liver
1503 body weight loss; prostration; air in intestine and fallopian tubes; fhud in ovary (L)
1341 small metastases below stomachyliver; fat at ovaries and fallopian tubes; small pockets in fallopian tubes
1382 enlarged red fallopian tubes and intestine
OnF2e78 1343 lots of fat at ovaries and fallopian tubes; enlarged red fallopian tubes; speckled Liver
1344 lots of fat at ovaries and fallopian tubes; enlarged red fallopian tubes and infestine
1345 dyspnea; dear asdtes near organs; pale and speckled himgs; small metastasis near stomach
1182 swiollen abdomen; enlarzed and Auid-filled gallbladder
1183 lots of abdomdinal fat
TOVIIXIEF 1134 lots of abdominal fat
1185 wivid red and parily dotted asdtes; lots of abdominal fat; pale kidneys and liver
1186 large tumor at ovary (E)
1576 mternal bleeding; small metastases at mesentery near stomach
1577 small metastasis at pancreas
o329l 1578 -
1579 -
1580 -
1097 8.5 mL red asdifes; stomach and bver metastases; large mefastatic fumor at ovary and fallopian tube (L)
1098 5.5 mL red asdfes; metastases at stomach, liver, ovaries, fallopian tubes; white lungs
o333 1106 _
1107 & mlL red ascites; small metastases at ovaries, bladder, fallopian tubes, mesentery; swollen fallopian
tubes and spleen; pale ings
1108 4 mL red asdtes; small metastases at bladder, fallopian tubes mesentery; pale and speckled hings
1076 important body weight loss; prostration; small inguinal tumor; pale hings; small stomach
1078 large SC/TF tumeor, 4 small mesenteric metastases near pancreas
TOW2414 1081 large tumer at iInjection site; tumaor ulceration; SC/IF fumer
1082 medium tumaor at imection site; tumer ulceration; SOTP fumer
1083 large SC/IF tumor; fumer ulceration; small mesenteric metastases
1575 tumer at njection site and ovary (L); inguinal metastasis; small metastases at stomach and Liver
1587 enlarged fallopian hubes
TCOW33SID 1588 SCIP tumior at injection site; small stomach and spleen; reddish intestines
1589 large and medium inguinal metastases; SC/TF tumeor at injection site
1520 2 inguinal metastases; small inguinal metasiases
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Table S4 — IHC conditions for staining whole ovarian tissue.

- . B Antibody
. Antigen | Antigen retrieval - .
Antibody Retrieval | Incubation (min) I.nmb_atlun Ventana Kit Ventana Type
(min}

ARIDIA ccl 60 &0 iVIEW DAB Detection Kit BenchMark XT
CDX2 ccl 52 24 UltraView Universal DAB Detecton Kit BenchMhlark ULTEA
CE1E ccl 30 40 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
CE19 ccl &0 40 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
CE20 ccl &0 44 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT

CET7 ccl 60 44 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
CES ccl &0 &0 UiraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
ER ccl 60 60 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
HER? ccl 60 60 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
WMIUC2 ccl 36 32 UiraView Universal DAB Detection Kit Benchhiark ULTEA
MUC5A ccl 36 32 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMhark ULTEA
Napsin & ccl 32 32 OptiView DAB Detecion Kit Benchhiark ULTEA
P53 cc? a0 32 UiraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
PAXSE ccl 36 32 UiraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
PR ccl &0 &0 UiraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
UiraWView Universal DAB Detection Kit
SATEZ el 64 32 atiew Dwwersa. DAS Detscion BenchMark ULTRA
with amplificaion
WT1 ccl 60 44 UliraView Universal DAB Detection Kit BenchMark XT
cclfec?: cell conditioning #1/#2.
Table S5 — IHC conditions for staining whole ovarian tissue.
Driluti Diluti Catal
Antibody Clone e uten —— Supplier
{IHC) (WE) Number
Burlington, MA,
ARIDIA  polyclonal 1/50 - HPADOS456 MilliporeSigma TR
L e
CDX2 EFRITe4Y Pre-diluted - 235F-16 Cell Marque Focklin, CA, USA
Santa Cru
CK18 CD-10 171000 1/2000 56358 | AL Dallas, TX, USA
Bictechnology Inc.
Thermo Fishe
CK19 Ks19.1 172000 1/500 MS5-196-P e e Waltham, M, USA
Scientific Inc.
CK20 SPM140 1/200 . 5c-56522 | Samta Cruz Dallas, TX, USA
Biotechnology Inc.
Thermo Fishe
CK7 OV-TL 12/30 1200 1/1000 M5-1352-F e e Waltham, M, USA
Scientific Inc.
Thermo Fishe
CES T51 171000 1/500 MS5-957-F 1?119. t Waltham, Ma, USA
Scientific Inc.
ER 5P1 1/100 1/100 abléessl Abcam Cambridge, UK
Burlington, MA,
HEERZ 3B5 1/1000 /1000 QF15L MilliporeSigma ur EFT )
U
MUC2 MRQ-18 1/100 - 291M-16 Cell Marque Fockling CA, USA
MUCEA MRQ-19 1/250 - 292M-96 Cell Marque Focklin, CA, USA
Napsin A Fed 17100 - NAPSINA-L-CE Leica Biosystems Wetzlar, Germany
Santa Crur
53 DD-1 171000 1/200 -126 Dallas, TX, USA
P2 v 2 = Bictechnology Inc. 3
PAXSE polyclonal 17300 1/5000 10336-1-AP Proteintech Eosemont, IL, USA
PR Y85 Pre-diluted - 323F-17 Cell Marque Focklin, CA, USA
SATB2 EPNCIR130A 1,100 - ab%2446 Abcam Cambridge, UK
Burlington, MA,
WT1 6F-H2 Pre-diluted 1/250 05-753 MilliporeSigma ur 5 T )
U

B-Actin AC-15 11000 abb276 Abcam Cambridge, UK

GtxMs polyclonal (2°) 1/5000 AP124P Sigma-Aldrich 5t. Louis, MO, USA

GtxFb polydonal (27) 1/10000 AF156FP Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA

2% secondary.
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Table S6 — IncuCyte ZOOM 2016B cell line-specific confluence mask parameters.

HGS M CC
Parameters OV2085 TOV2835EP TOVISSIEP TOVIS20D OV2978 TOVIIIIEP OV3291 OV3331 TOVI44 TOV3I3OID
Segmentation augmentation 05 0.5 2 14 1 2 18 1 07 01
Hole fill (Lm?) 0 5x 1P 8x1(p 1 =10 2x 10 5x 107 2x100 2x10°7  5x10¢ 2x100
Cleanup — st size (pixels) 2 B 0 3 0 4 5 1 5 2
Area min. (pum?) 100 1500 600 300 200 1000 850 500 1000 100
Filters Area max. (pmr’) - . - . - . . . - .

Eccentricity min. (pum?) - - - - - - - - -
Eccentricity max. (pm?) - - - - - - - - -

2.1.2.15 References (Supplementary)
1. Fleury, H., et al., Novel high-grade serous epithelial ovarian cancer cell lines that reflect the

molecular diversity of both the sporadic and hereditary disease. Genes Cancer, 2015, 6, 378-398.
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2.2 Article 2 — Inhibition of NAD salvage counters acquired PARP

inhibitor resistance in high-grade serous epithelial ovarian cancer

2.2.1 Article 2 — Résumé en frangais

Titre en frangais : L'inhibition de la récupération du NAD contre la résistance acquise aux

inhibiteurs de PARP dans le cancer épithélial de I'ovaire de type séreux de haut grade

Le cancer épithélial de I'ovaire est la malignité gynécologique la plus létale, surtout di a
son haut taux de résistance au traitement au moment de la rechute, malgré une bonne réponse
initiale a la chimiothérapie. Les inhibiteurs de PARP (PARPi) comme olaparib ont des résultats
encourageants pour le traitement de patientes atteintes du cancer de I'ovaire, mais la thérapie
d’entretien a long terme mene généralement a I'acquisition de résistance aux PARPi. Dans la
présente étude, nous créons des modeles cellulaires de résistance acquise a l'aide d’une
procédure de sélection in vitro; en utilisant ces nouveaux modéles, ainsi que des lignées cellulaires
établies résistantes aux PARPi, nous montrons que I'utilisation de daporinad, une petite molécule
inhibitrice du nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT), sensibilise de facon efficace les
modeles a résistance acquise et intrinseque aux PARPi. Nous démontrons la spécificité de cet effet
synergique en ajoutant du nicotinamide mononucléotide (NMN), le métabolite résultant de
I'activité catalytiqgue du NAMPT, ce qui abroge complétement |'effet d’inhibition de croissance
induit par la thérapie. Davantage de recherches ont démontré que le traitement avec ces drogues
déplete le NAD intracellulaire, induit des cassures d’ADN double-brin, et induit I'apoptose via le
clivage de la caspase-3. Nous confirmons I'efficacité de cette synergie dans un modeéle de
xénogreffe en souris, ou le traitement simultané des souris avec olaparib et daporinad ralentit
significativement la croissance tumorale. Pris ensembles, nos résultats suggerent que l'inhibition
du NAMPT pourrait grandement potentialiser I'effet d’olaparib dans un contexte de résistance au
traitement, et offre une nouvelle option prometteuse pour la gestion des patientes du cancer de

I’ovaire ayant subi une rechute.
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2.2.2 Article 2 — Manuscrit en préparation

Inhibition of NAD Salvage Counters Acquired PARP Inhibitor Resistance in High-Grade Serous

Epithelial Ovarian Cancer

Skye A. Sauriol,>? Euridice Carmona,*? Kim Leclerc-Desaulniers,? Diane M. Provencher,?3 and

Anne-Marie Mes-Masson®24

! Centre de recherche du Centre hospitalier de I'Université de Montréal (CRCHUM), Montreal, QC
H2X 0A9, Canada. 2 Institut du cancer de Montréal, Montreal, QC H2X 0A9, Canada. 3 Division of
Gynecologic Oncology, Université de Montréal, Montreal, QC H3C 3J7, Canada. # Department of
Medicine, Université de Montréal, Montreal, QC H3T 1J4, Canada.

*Correspondence: anne-marie.mes-masson@umontreal.ca; Tel.: +514-890-8000 (ext. 25496)

2.2.2.1 Abstract

Epithelial ovarian cancer is the most lethal gynecological malignancy, owing notably to its
high rate of therapy-resistant recurrence in spite of good initial response to chemotherapy.
Although PARP inhibitors (PARPi) such as olaparib have shown promise for the treatment of
ovarian cancer patients, extended maintenance therapy usually leads to acquired PARPi
resistance. In the present study, we created cell-based models of acquired resistance through an
in vitro selection procedure; using these new models, as well as established PARPi-resistant cell
lines, we showed that the use of daporinad, a small molecule inhibitor of nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT), effectively sensitized acquired and intrinsic resistance
cellular models to PARPis. We demonstrated the specificity of this synergistic effect by adding
nicotinamide mononucleotide (NMN), the resulting metabolite of NAMPT’s catalytic activity,
which abrogated the therapy-induced cell growth inhibition. Further investigation revealed that
treatment with these drugs depleted intracellular NAD, induced double-strand DNA breaks, and
promoted apoptosis through cleavage of caspase-3. We confirmed the efficacy of this synergy in

a mouse xenograft model, where concomitant treatment of mice with olaparib and daporinad
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significantly slowed tumor growth. Taken together, our results suggest that NAMPT inhibition
could greatly potentiate the effect of olaparib in the context of resistance to treatment and offer

a promising new option for the management of relapsed ovarian cancer patients.

2.2.2.2 Introduction

Epithelial ovarian cancer, especially the high-grade serous carcinoma (HGSC) subtype, is
the most fatal of all gynecological malignancies (1, 2), owing to its late detection, heterogeneous
nature and resistance to treatment, particularly at recurrence (3-5). Patients are usually treated
with a combination of standard debulking surgery and chemotherapy (5, 6), and while initial
response rates are often encouraging, relapse is observed in most cases (7, 8). Inhibitors of
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) were first approved for ovarian cancer treatment in 2014
(9), and are now part of the standard of care for maintenance therapy in the first-line and
recurrence settings for this disease (5, 6, 8, 10). While olaparib was first approved in the context
of germline BRCA mutations for patients with recurrence, the emergence of new data led to
PARPis being used earlier in patient care and, in the case of niraparib, independently from BRCA
status (5, 6, 8). However, in spite their initial efficacy, acquisition of resistance to PARP inhibitors

(PARPI) is observed in most cases, leading to subsequent relapse (11, 12).

PARP inhibitors mainly target PARP1, a highly expressed and ubiquitous protein
responsible for synthesizing chains of poly(ADP-ribose) (PAR) directly onto its targets, including
itself (13). The PARP1 enzyme cleaves molecules of nicotinamide dinucleotide (NAD) into
nicotinamide (NAM) and ADP-ribose (ADPr), attaching the ADPr moieties onto its target (13).
PARP1 and its PARylation play a role in multiple essential pathways including DNA damage
response and repair, chromatin remodeling and cell death (13). PAR chains are subsequently
broken down by poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG) (14), and NAM is recycled into NAD by
the NAD salvage pathway via nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) and nicotinamide
mononucleotide adenylyltransferase (NMNAT) (15). PARPis, such as olaparib, niraparib, rucaparib
and talazoparib, mimic NAD and compete for the catalytic domain of PARP1, preventing synthesis

of PAR chains and trapping it onto DNA (16, 17).
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Multiple mechanisms have been proposed to explain PARPi resistance in HGSC (11, 12, 18-
20). As PARPis are widely regarded to be most effective in homologous recombination (HR)-
deficient tumors due to synthetic lethality, restoration of HR functionality is also the most
commonly observed mechanisms of resistance in the clinic, usually through reversion or
compensation via secondary mutations (11). It has been reported that increased expression of
efflux pumps such as ABCB1 reduces cellular levels of PARPI, limiting its effectiveness (18, 21).
Mutations and loss of PARP1 have also been shown to induce PARPi resistance (22); notably,
mutations specifically in PARP1’s zinc finger domains cause resistance, as PARPi efficacy requires
PARP1 to bind DNA (11). Changes in dePARylation have been studied in the context of resistance
to PARPis. Loss of PARG has been shown to counteract PARPi efficacy by allowing PAR
accumulation and maintaining the function of PARP1 (23). Paradoxically, however, molecular

inhibition of PARG has also been demonstrated to effectively kill PARPi-resistant cells (14).

Taken together, these results fail to draw a full portrait of PARPi resistance. This
phenomenon remains incompletely understood and requires further investigation. Here, we
report that inhibition of the NAD salvage pathway abrogates acquired PARP inhibitor resistance
in a variety of models that are otherwise highly diverse. The small molecule daporinad (FK866,
APO866), a specific inhibitor of the rate-limiting enzyme of the NAD salvage pathway, is strongly
synergistic with olaparib in all models tested, greatly potentiating the DNA damage- and cell
death-inducing effects of olaparib. This molecule has already undergone clinical trials for
leukemia, lymphoma and melanoma and, based on the pre-clinical results presented here, could

be reconsidered for HGSC to effectively treat PARPi-resistant patients in a clinical setting.

2.2.2.3 Results

Cell line models were derived to study acquired PARPI resistance.

In a previous study, our laboratory has published the olaparib sensitivity of a panel of HGSC
cell lines, ranging from very sensitive to strongly resistant (24). To study acquired PARPi
resistance, we selected six olaparib-sensitive cell lines (OV1946, TOV3041G, OV2978, TOV2978G,
TOV1946 and OV2295) (24, 25) and generated resistant cell line models by exposing them to

olaparib at increasing concentrations over an extended period of time (Figure 1, Table S1). The
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developed cell lines gained the “olaparib-resistant” (or) suffix to denote their resistant phenotype
and cell line of origin (for example: OV19460r). These cell lines showed high resistance to olaparib,
with a half maximal inhibitory concentration (ICsg) in the range of 1.1 to 6.12 uM, 61- to 1154-
fold higher than that of their parental counterpart (Figure 1b, Table S1). The ICso values of our
newly derived models were comparable to those of cell lines with intrinsic resistance or
intermediate sensitivity to olaparib (24). We then derived resistance to two other PARPis,
niraparib and talazoparib, in our panel of sensitive cell lines using the same method and obtained
resistant cell lines with a fold change ranging from 54.5 to 2288 (Figures 1b-c, S1la-d, Table S1).
Interestingly, all tested cell lines showed cross-resistance to the different PARPis, in that our
models are resistant to every PARPi tested, regardless of the inhibitor used to derive resistance
(Figures 1b-c, Sla-d, Table S1). The resistant phenotype was stable, as evaluated by consistent
ICsos after a freeze-thaw cycle (26) and after at least five passages in absence of any PARPi. Cells

were thus cultured in inhibitor-free medium after resistance was derived.
The molecular inhibition of NAMPT sensitizes resistant cells to PARPI.

NAD is essential for PARP1 activity; it is used as a substrate to synthesize poly (ADP-ribose)
chains, where PARP1 catalyzes the cleavage of this NAD into ADP-ribose and nicotinamide (27).
Nicotinamide is then recycled and used to synthesize NAD anew via the NAD salvage pathway,
the main synthesis pathway for this coenzyme in cancer cells (15). The rate-limiting enzyme of
this pathway, NAMPT, has been targeted in pre-clinical studies and in clinical trials for treatment
of multiple cancers, with mixed results (28, 29). Recent studies using NAMPT inhibitors as
monotherapy in ovarian cancer cell lines have shown promising results to overcome resistance in
certain contexts (30, 31). We evaluated the inhibition of NAMPT using the small molecule
daporinad (32) in four of our acquired resistance models (those with higher ICso values to
olaparib) and observed little to no effect. However, concurrently treating our cells with olaparib
and daporinad significantly inhibited cell growth (Figures 2a-f, S2a-f,i) in all our acquired
resistance cell lines, and the two drugs showed high synergistic potential at the tested
concentrations (Figure S3a). We also show that in intrinsically PARPi-resistant HGSC cell lines,
0V4485 (BRCA1l-mutated) and OV1369(R2) (Figure Sle-g), the combination of olaparib and

daporinad is effective for inhibiting growth (Figures 2g-h, S2g-i), suggesting that inhibiting the
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NAD salvage pathway can prove effective to circumvent both acquired and intrinsic resistance.
We further show that combining daporinad with niraparib or talazoparib also inhibits the growth
of OV1946o0r (Figure S4), suggesting that daporinad could more broadly sensitize resistant cells to
PARPi. Moreover, we show that combining olaparib with two other NAMPT inhibitors, OT-82 and
KPT-9274, effectively reproduces the results obtained with daporinad, confirming that the
observed synergy is a class effect, rather than a drug-specific effect (Figure S5a-d, g). Drug
concentrations used were selected based on the strongest synergy combination observed for
each cell line (see Methods for details) and are in the range used in previously published reports
(24, 30-34). To confirm the specificity of the observed synergistic effects, we treated our cells with
a combination of NAMPT inhibitors and olaparib, but with added nicotinamide mononucleotide
(NMN), the resulting metabolite of the reaction mediated by NAMPT, in the cell culture medium.
We show that adding NMN abrogates the effect of the combination on cell growth in both
acquired and intrinsic resistance models (Figures 2, S3b, S5a-b, S5e-g, S6), confirming that the

synergy of this drug class combination is specifically due to NAMPT inhibition.
The combination of olaparib and daporinad induces DNA damage and cell death.

It has been shown that inhibition of PARP1 with olaparib decreases NAD consumption (35).
This can be observed in our models, reflected by the observed increase in relative NAD levels in
our olaparib-treated condition (Figure 3a). On the other hand, the inhibition of NAMPT prevents
cancer cells from regenerating NAD from nicotinamide, thus drastically reducing the intracellular
concentration of this coenzyme (31). We confirmed that this is the case by quantifying NAD in
OV1946or cells after 24 hours of treatment and show that the relative NAD levels in daporinad-
treated cells are significantly lower than in untreated controls. The combination of olaparib and
daporinad resulted in similar levels of intracellular NAD as treatment with daporinad alone (Figure
3a). After five days of treatment, we show that olaparib alone induces cleavage of caspase-3 in
OV1946or in spite of PARPi resistance, but that this effect is significantly increased with the
addition of daporinad (Figure 3b-c), indicating that this combination strongly induces apoptosis
in resistant cells. As previously shown (36, 37), this increased level of apoptosis is likely to be at
least partly due to an increase in DNA damage after treatment, supported here by the

guantification of yH2A.X foci (Figure 3d-e). Taken together, these data suggest that daporinad
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sensitizes cells to the DNA damaging effect of PARP inhibitors by depleting intracellular NAD, thus

leading to increased cell death.
Combining olaparib and daporinad slows tumor growth in vivo.

To better evaluate the relevance of this combination for clinical treatment of resistant
ovarian cancer, we used the OV1946 model for its capacity to form in vivo xenograft tumors (38).
We injected OV1946o0r cells in immunodeficient mice to form resistant subcutaneous xenograft
tumors. When the tumors reached an average volume of approximately 200 mm3, the mice were
treated with either olaparib, daporinad, the combination, or vehicle solution. We show that both
drugs individually had no effect when compared to vehicle, but that the combination significantly
slowed tumor growth (Figure 4a-b). Furthermore, we show that the combination formulation is
not toxic at the tested concentrations, as determined by mouse body weight variations (Figure
4c-d) and general monitoring of mouse health. Interestingly, the daporinad and combination
conditions led to a significant increase in body weight after 15 days, compared to the olaparib
and vehicle conditions. These data suggest that, in a clinical setting, combining olaparib and
daporinad could prove effective at circumventing acquired olaparib resistance in HGSC with

minimal toxicity.

2.2.2.4 Discussion

Our data show that HGSC with acquired olaparib resistance can be rendered vulnerable to
treatment by adding daporinad to the treatment regimen (Figure 2a-f). These results are
especially relevant in a clinical setting where olaparib is used for long-term maintenance
treatment, which often leads to the development of acquired PARPiI resistance and subsequent
relapse (39). Furthermore, we show that the combination proves effective in two intrinsically
resistant cell lines, OV4485 and OV1369(R2), suggesting that the benefit of this treatment
regimen might also be applicable in the context of first-line olaparib therapy, where certain
patients initially fail to respond to treatment. This is especially clinically relevant in the case of
0V4485, a BRCAl-mutated cell line that displays resistance to PARP inhibition (24, 40),
considering that, as previously mentioned, a significant portion of patients harboring a germline

BRCA mutation do not respond to olaparib (41). The results presented here suggest that all
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ovarian cancer patients, both BRCA-mutated and BRCA-wild type, could be treated with this
combination, and would forgo the need for mutational status testing, greatly simplifying

treatment with olaparib.

Our results for olaparib and daporinad seem to be more broadly applicable to PARP
inhibitors and NAMPT inhibitors in general (Figures S4, S5). For PARP inhibitors, this includes
niraparib and the promising inhibitor talazoparib, recently approved for use in breast cancer (42)
and currently undergoing clinical trials for ovarian cancer (43); for NAMPT inhibitors, this includes
OT-82 and KPT-9274 (44), both currently undergoing clinical trials, and especially interesting
considering their oral route of administration, for clinical applications. Our data strongly suggest
that the described combination is a class effect rather than a drug-specific effect and would
remain relevant in the event of a shift towards newer and more effective PARPi or NAMPT

inhibitors; further research would be warranted to confirm this, especially in pre-clinical models.

Interestingly, it has been shown that daporinad would also prove effective in sensitizing
triple-negative breast cancer (TNBC) to olaparib (37). Indeed, Bajrami et al. have demonstrated
that concomitant use of olaparib and daporinad has a greater effect on moderately olaparib-
insensitive TNBC cell lines than olaparib alone. These results are pertinent in the context of
intrinsic resistance, but the nature of the approval of olaparib as maintenance therapy highlights
the importance of our findings on combatting acquired PARPi resistance specifically, a widespread
issue hindering patient recovery in the clinical setting (11, 12). Taken together, the present work
and the publication by Bajrami et al. suggest that a combination of olaparib and daporinad could
be more broadly used to treat PARPiI resistance in other malignancies for which these inhibitors
are relevant, such as metastatic prostate cancer (45, 46), pancreatic cancer (47) and small-cell
lung carcinoma (48). Further studies are warranted, especially considering the poor prognosis of

some of these diseases (49-51).

In addition to the synergistic potential of olaparib and NAD salvage inhibition, other
aspects of NAD metabolism might be targetable to further potentiate the effect of PARP
inhibition. We confirmed the specificity and involvement of the NAD metabolism in the

combination of olaparib and daporinad by rescue experiments using NMN (the product of the
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activity of NAMPT), which was also observed when an NAMPT inhibitor was used as a single agent
in other ovarian cancer cell lines (31). In parallel, the inhibition of NAD and NMN import from the
extracellular environment could be an interesting approach, as it is known that NAD can be found
in the blood circulation (52), and concentrations of NAD and its precursors, notably NMN, are
dependent on diet and lifestyle (53, 54). It is established that extracellular NAD and its precursors
can enter the cell; a study has shown that NAD uptake in mammalian cells is imported in a sodium-
dependent fashion without being degraded extracellularly (55). This same study has shown that
extracellular NAD, NMN and nicotinic acid mononucleotide, but not NAM or nicotinic acid, could
rescue daporinad-mediated mortality (55), suggesting that NMN could also be imported into the
cell. However, given that NAD and multiple of its precursors (such as NMN) cannot freely diffuse
through membranes (56), these would be actively imported, and the question of how this is
accomplished is still being debated. Such a function for CD38 and CD73 had been proposed, where
these secreted enzymes would convert extracellular NAD into importable precursor metabolites
(57), although recent research has shown that extracellular NAD could enhance PARP activity
independently from CD73 and CD38 (58), suggesting that NAD can be imported through other
means. Furthermore, two recent studies have proposed a role for sodium-dependent channels
SLC6A17 and SLC12A8 in the import of NAD and NMN respectively (59, 60). Following these data,
inhibition of NAD and NMN import might further potentiate the synergy of the combination assay.
However, as previously mentioned, blood concentrations of NAD and NMN in patients fluctuate
with diet and lifestyle; these potential variations, in accordance with the possibility for NAD and
NMN cellular import, might in part explain why daporinad showed low efficiency as a single agent
in clinical trials. Further studies would be warranted to assess the effect of diet on the
combination’s synergistic potential, and the value of adding inhibitors of NAD import in this

context.

Our in vivo data demonstrates the efficiency of combining olaparib and daporinad in
inhibiting the growth of a PARPi-resistant tumor (Figure 4). Although our method does not
perfectly simulate relapse following therapy resistance in vivo, our resistant cell line underwent
a selection process in vitro following extensive treatment to olaparib, similar to what could have

occurred in the context of olaparib maintenance therapy. Interestingly, the treatment of mice
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with daporinad alone or in combination caused a significant positive variation in the weight of
mice (5.91% and 2.93% on average, respectively) (Figure 4c-d). However, such a phenomenon
was not observed with daporinad in previously published data using nude mice (37); this suggests
that the noted effect of daporinad on body weight might be due to the strain of mice used for the

xenograft experiments.

Taken together, our data proposes a universally effective approach to address the
problem of PARP inhibitor resistance. The heterogeneous nature of ovarian cancer and its
propensity for resistance, both acquired and intrinsic, greatly contribute to its unmatched
lethality amongst gynecological cancers (3, 4). We show that targeting the main biosynthesis
pathway of PARP1’s substrate in cancer cells works to induce or restore PARPi sensitivity in all
models tested, providing robust evidence of this combination’s usefulness both in vitro and in a
preclinical model. Daporinad’s status as a drug undergoing clinical trials makes it accessible for
repurposing, and in spite of its mixed results as a single agent, we believe that it has strong clinical
potential for combination therapy, providing a potential tool for physicians faced with drug-

resistant relapse in ovarian cancer patients.

2.2.2.5 Materials and Methods

Cell line culture conditions

HGSC cell lines were cultured in 100 mm petri dishes (Sarstedt Inc., Nimbrecht, Germany)
in OSE medium (WISENT Inc., St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum
(WISENT Inc.), 0.5 pug/mL amphotericin B (WISENT Inc.) and 50 pg/mL gentamycin sulfate (WISENT
Inc.) (complete OSE medium). Plates were maintained at 37 °C in low oxygen conditions (7% 02
and 5% CO2). The cells were passaged at near confluence by trypsin 0.05% (WISENT Inc.)
digestion. Cultures were discarded before the 20th passage, after which a fresh batch of cells was
thawed for further experiments. For resistant cell lines, passages were counted from when stable

resistance was confirmed.

Acquired resistance cell line derivation
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To derive our acquired resistance cell lines, the PARPi-sensitive HGSC cell lines OV1946,
TOV3041G, 0V2978, TOV2978G, TOV1946 and 0OV2295 (Cellosaurus Accession numbers
CVCL_4375,CVCL_9T24, CVCL_A1SM, CVCL_9U73, CVCL_4062 and CVCL_9T13 respectively) were
exposed to olaparib, niraparib or talazoparib 24 hours after passaging at concentrations near their
respective ICso. Cells were cultured in the presence of the inhibitor until their confluence lowered
to 10%, at which time the culture medium was replaced with inhibitor-free fresh complete OSE
medium. The cells were left to recover from treatment until reaching near-confluence, and
subsequently passaged. Treatment was repeated at the same concentration post-passage until
the cell growth was not affected at the concentration used. Concentrations were then increased
two-fold, and the process repeated until a sufficient level of resistance was reached. The stability
of the resistance phenotype was determined by evaluating the 1Cso of our resistant cell lines after

at least five drug-free passages, as well as after a freeze-thaw cycle, as previously described (26).
Reagent and drug preparation

Olaparib  (MedChemExpress,  Monmouth Junction, NJ, USA), daporinad
(MedChemExpress), niraparib (Abmole Bioscience Inc., Houston, TX, USA), talazoparib
(MedChemExpress), OT-82 (SelleckChem Chemicals, Houson, TX, USA) and KPT-9274
(SelleckChem Chemicals) were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) (MilliporeSigma,
Burlington, MA, USA). B-nicotoninamide mononucleotide (NMN) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO,

USA) was dissolved in sterile water.
PARP inhibitor sensitivity assays

PARP inhibitor sensitivity was determined by clonogenic survival assays, as previously
described (24, 40). Briefly, 750 to 2000 cells were seeded per well in 6-well plates. The cells were
treated with a range of PARP inhibitor concentrations 24 hours after seeding, and the plates were
incubated for 5 to 15 days, depending on cell growth, until colonies were visible to the naked eye.
The cells were then fixed for 10 minutes with cold methanol (Chaptec Inc., Montréal, QC, Canada),
and then dyed for 10 minutes with a solution of 50% v/v methanol and 0.5% m/v methylene blue
(Acros Organics, Thermo Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA). Colonies were counted with a

stereomicroscope, and the colony count for each concentration was represented as a mean
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percentage of the control (untreated) wells. ICsos were calculated using the GraphPad Prism 7
software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Each experiment was performed in

duplicate and repeated at least three times.
Drug combination assays

The effect of the combination between daporinad and PARP inhibitors was determined by
live-cell imaging proliferation assays and confluence monitoring over time using the IncuCyte®
ZOOM System (Essen BioScience Inc., Ann Arbor, Ml, USA). In a 96-well plate, 1000 to 2000 cells
were seeded per well, and the cells were treated 24 hours later with either the drug vehicle,
daporinad, a PARP inhibitor, or a combination of these two drugs, in presence or absence of NMN
(Sigma-Aldrich) (0.5 mM). For each cell line, an array of concentrations was tested for each drug,
and only the concentrations with the strongest synergy per cell line were retained for each drug
for subsequent experiments, ranging between 1 and 4 uM (olaparib), and 8 and 16 nM
(daporinad). Cell confluence was measured every four hours in each well for 5 to 12 days post-
treatment, depending on the individual cell line growth rates, and each time point was
represented as an average of the fold-changes from the initial confluence values per condition.
Each experiment was performed in triplicate and repeated at least three times, except where
otherwise indicated in figure legends. For OV1946o0r, synergy maps were generated using

SynergyFinder (61).
Antibodies

For Western blots, cleaved caspase-3 (CC3) was detected using a primary anti-CC3
(Asp175) antibody (Cell Signaling Technology, Whitby, ON, Canada) at a 1:1000 dilution, and a
secondary peroxidase horseradish-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (MilliporeSigma) at a
1:2500 dilution. B-actin was detected using a primary anti-B-actin (AC-50) monoclonal antibody
(Abcam, Cambridge, UK) at a 1:10000 dilution, and a secondary peroxidase horseradish-
conjugated goat anti-mouse (H+L) 1gG antibody (MilliporeSigma) at a 1:2500 dilution. For
immunofluorescence, yH2A.X was detected using a primary anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139)

clone JBW301 antibody (MilliporeSigma) at a 1:1500 dilution, and a secondary Cyanine5-
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conjugated goat anti-rabbit 1gG (H+L) cross-adsorbed antibody (Invitrogen, Waltham, MA, USA),
at a 1:800 dilution.

Intracellular NAD quantification

OV1946o0r cells were treated with the drug vehicle (DMSO), 20 uM of olaparib, 20 nM of
daporinad, or a combination of the two drugs in 100 mm petri dishes and incubated at 37 °C for
24 hours. The treated cells were then harvested using trypsin, and 2 x 105 cells were counted and
pelleted per condition. Intracellular NAD levels were then quantified using the NAD/NADH
quantification colorimetric kit (BioVision Inc., Milpitas, CA, USA) according to manufacturer
instructions. Relative NAD levels were calculated as a ratio of absorbance compared to the vehicle

condition. Experiments were performed in six replicates and repeated three times.
Western blot

0OV1946o0r cells were treated with the drug vehicle (DMSO), 20 uM of olaparib, 20 nM of
daporinad, or a combination of the two drugs in 100 mm petri dishes, and incubated at 37 °C.
After five days of treatment, the cell supernatant was collected, and the treated cells were
harvested with trypsin (0.05%). Adherent and suspended cells were pelleted together and rinsed,
then lysed on ice for 30 minutes with lysis buffer (Triton X-100 1%, Glycerol 10%, Tris-Base pH 4.7
50 mM, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM) containing a protease and phosphatase inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Total protein concentration was measured by Bradford
protein assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) using a GENESYS 10S US-Vis
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 30 ug of total protein extract
were loaded into precast Mini PROTEAN® TGX™ 4-15% gradient Tris-glycine SDS-polyacrylamide
10-well gels (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), and migrated at 90 V for 65 minutes. The
migrated proteins were transferred onto a Trans-Blot Turbo Midi 0.2 um PVDF membrane (Bio-
Rad Laboratories) with the Trans-Blot Turbo transfer system (Bio-Rad Laboratories) using the low
molecular weight program. The membranes were blocked with a solution of 5% skim milk
(Burlington, ON, Canada) and 0.05% Tween 80 (Sigma-Aldrich) in PBS (WISENT Inc.) for 60
minutes. The membranes were then incubated with primary antibody in the PBS-Tween-Milk

solution overnight at 4 °C for CC3, or at room temperature for 60 minutes in the case of B-actin.
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The membranes were subsequently incubated with the secondary antibody for 60 minutes at
room temperature, and the proteins were detected and imaged with Amersham™ ECL Prime
Western Blotting detection reagents (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) using the ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad Laboratories). Densitometry was performed using the NIH Image)

software (62).
Immunofluorescence

OV1946or cells were seeded on circular borosilicate glass coverslips (Fisher Scientific,
Hampton, NH, USA) in 24-well plates, at a density of 40 000 cells per well. The cells were treated
with the drug vehicle (DMSO), 20 uM of olaparib, 20 nM of daporinad, or a combination of the
two drugs, and incubated at 37 °C for five days. The cover slides were then collected and the cells
were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 minutes, then permeabilized with 0.25% Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) for 20 minutes. The cover slides were subsequently blocked with a solution
of 0.8% bovine serum albumen (BSA) (Sigma-Aldrich) and 4% donkey serum (Sigma-Aldrich) in
PBS for 60 minutes, then incubated with the primary antibody overnight at 4 °C. The next day, the
cover slides were incubated with the secondary antibody for 60 minutes at room temperature,
then mounted onto microscope slides using ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI
(Invitrogen) and left to set overnight at room temperature, protected from light. Pictures were
taken using a ZEISS Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany), and the

quantification of foci per cell was performed using the NIH Image) software (62).
Mouse experiments

All animal studies were approved by the Institutional Committee on Animal Protection
(Comité institutionnel de protection des animaux-CIPA) protocol according to the Canadian
Council on Animal Care (CCAC) (protocols C14008AMMs and C18010AMMs). A suspension of 5 x
106 cells in a solution of 50% Dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS) (WISENT Inc.) and 50%
Matrigel® basement membrane matrix (Corning Inc., Corning, NY, USA) was prepared for each
mouse, for a total injection volume of 200 uL. The cell suspension delivered into NOD.Cg-
RagltmlMom IL2rgtm1W;jl/Sz) (NOD rag gamma; NRG) mice (The Jackson Laboratory, Bar

Harbor, ME) as a left gluteal subcutaneous injection, as previously described (40). When the
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tumors reached an average volume of approximately 200 mm3, the mice were injected
intraperitoneally with either 50 mg/kg of olaparib, 5 mg/kg of daporinad, a combination of these
two drugs, or the drug vehicle, consisting of 10% DMSO (MilliporeSigma), 40% polyethylene glycol
400 (Sigma-Aldrich) and 50% DPBS (WISENT Inc.). The mice were housed under sterile conditions
in a laminar flow environment with unrestricted access to food and water, and their weight and
tumor xenograft volume was measured at least twice a week. Mice were treated once a day for
21 days, after which the animals were sacrificed in accordance with CCAC guidelines. Each group

consisted of 8 mice.
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2.2.2.8 Figures and Tables
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Figure 1 — Olaparib sensitivity of the acquired resistance cell lines. Box plot comparing the

olaparib ICso of each of the olaparib-resistant (-or) cell lines to that of their parental counterparts

(a), and the olaparib ICso of the niraparib- and talazoparib-resistant (-nr, -tr) OV1946 cell lines

compared to parental OV1946 (b), with detailed values (c). Experiments were repeated three

times. Error bars represent SEM.
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were repeated three times. Error bars represent SEM. Statistical significance was determined

using Student’s t-tests between the combination and each single agent, and only the highest p-
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value was illustrated. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Numerical values are detailed in

Supplementary Figures 2 and 6.
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Figure 3 — Effect of treatment on NAD metabolism and apoptosis. Relative intracellular NAD
levels after 24 hours of treatment (a). Western blot (b) and densitometry (c) of cleaved caspase-
3 (CC3) expression after 5 days of treatment as a measure of apoptosis. Immunofluorescent
staining (d) and quantification (e) of yH2A.X foci after 24 hours of treatment as a measure of DNA
damage. Experiments were repeated three times. Error bars represent SEM. Statistical

significance was determined using Student’s t-tests. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 4 — In vivo mouse xenograft models. Xenograft tumor growth over time per treatment
condition (a), with box plots representing the relative tumor volume at end points (b). Evolution
of mouse body weight over time (c) and at end points (d) were plotted. Statistical significance was
determined using Student’s t-tests. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Each group consisted of 8

mice.
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Cell line Parental Resistant Fold
niraparib 1Cy, (pM) niraparib 1Cy, (LM) change
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Figure S1 — Sensitivity of the resistant cell lines to niraparib and talazoparib. Bar graphs and

ICso values of the OV1946 acquired resistance cell lines, and their parental counterpart, to

niraparib (a, b) and talazoparib (c, d), as well as bar graphs illustrating the niraparib (e),

talazoparib (f) and olaparib (g) sensitivity of OV4485 and OV1369(R2), in comparison to two

sensitive cell lines. Experiments were repeated two to four times. Error bars represent SEM.

tOlaparib ICsp data for OV4485 and OV1369(R2) were taken from Fleury H, et al. (2017).
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Figure S2 — Treatment growth curves. Graphs representing confluence fold change over time
per treatment, compared to vehicle (a-h). Fold changes and p-values at endpoints were detailed
per condition for each cell line (i). Experiments were repeated three times. Statistical significance
was determined using Student’s t-tests between the combination and each single agent, and only

the highest p-value was illustrated. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Error bars represent SEM.
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Figure S3 — Synergy map of the combination of olaparib and daporinad. Representative
graphical maps of the zero interaction potency (ZIP) scores of the combination of olaparib and
daporinad in OV19460r. The same drug concentrations were used in absence (a) or presence (b)
of NMN in the culture medium. Synergy is represented by red areas and positive scores, while

antagonism is represented by green areas and negative scores.
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Figure S4 — Effect of the combination of daporinad and niraparib, and daporinad and
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treated with daporinad and niraparib (a, b), or daporinad and talazoparib (c, d). Experiments were
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Figure S5 — Effect of treatment with olaparib and other NAMPT inhibitors. Graphs representing

the effect of treatment with olaparib in combination with NAMPT inhibitors OT-82 (a) and KPT-

9274 (b). Confluence fold change over time per treatment, compared to vehicle, with (c-d) or

without (e-f) NMN added into growth medium. Fold changes and p-values at endpoints were

detailed per condition for each cell line (g). Experiments were repeated two (f), three (d,e) or four

(c) times. Statistical significance was determined using Student’s t-tests between the combination

and each single agent, and only the highest p-value was illustrated on graphs. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001. Error bars represent SEM.
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Figure S6 — Treatment growth curves with added NMN. Graphs representing confluence fold
change over time per treatment, compared to vehicle, with NMN added into growth medium (a-
h). Fold changes and p-values at endpoints were detailed per condition for each cell line (i).
Experiments were repeated three times. Statistical significance was determined using Student’s
t-tests between the combination and each single agent, and only the highest p-value was

illustrated. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Error bars represent SEM.
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Figure S7 — Full blots of the effect of treatment on cleaved caspase-3 levels. Uncropped pictures

of the Western blots (n=3) for cleaved caspase-3 and B-actin, as shown in Figure 3b.
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Table S1 — PARPi sensitivity of derived acquired resistance cell lines.

Parental Olaparib Inhibitor Resistant cell Olaparib Fold
cell line ICs0 (UM) used line ICs0 (UM) change
Niraparib TOV3041Gnr 57422 (n=3) 950
TOV3041G | 0.006+0.001 (n=3
=000 () T oparib | TOV3041Gt | 48:2.1 (n-3) 800
Niraparib OV2978nr 2.4 (n=1) 400
OV2978 0.006 + 0.004 (n=3
=000 () T oparib | Ov2978er 2.4 (1) 400
- Niraparib TOV2978Gnr 3.8 (n=1) 380
TOV2978G 0.01 £0.005 (n=3
=005 s oparib | TOV2978Gtr 3.0 (1) 300
- Olaparib TOV19460r 1.1+0.2 (n=3) 61
TOV1946 0.018 +0.015 (n=3
=001 (%) T aparib | TOVI946mr 8.7 +2.8 (n=3) 185
OV2295 0.0013 (n=1) Olaparib OV2295or 1.5+0.2 (n=2) 1154
Parental Niraparib Inhibitor Resistant cell Niraparib Fold
cell line ICs0 (UM) used line ICs0 (UM) change
Olaparib TOV3041Gor 23+0.7 (n=3) 191
TOV3041G | 0.012+0.004 (n=3) Niraparib TOV3041Gnr 48+3.2 (n=3) 400
Talazoparib | TOV3041Gtr 3.9+22 (n3) 325
Parental Talazoparib Inhibitor Resistant cell Talazoparib Fold
cell line ICs0 (nM) used line ICs0 (nM) change
Olaparib TOV3041Gor 39.0£45.0 (n=2) 1114
TOV3041G | 0.035+0.008 (n=3) Niraparib TOV3041Gnr 80.1 £71.4 (n=3) 2288
Talazoparib | TOV3041Gtr 449 +34.4 (n=2) 1283
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Chapitre 3 — Discussion

3.1 Valeur et impact des résultats

3.1.1 Modeles d’étude

Tel que précédemment décrit, le cancer épithélial de I’ovaire est une maladie hétérogene,
autant entre les patientes qu’a méme une seule tumeur. Dépeindre la maladie de facon
représentative, incluant les sous-types plus rares, requiert un grand nombre de modéles qui, pris
individuellement, ne fournissent que des informations limitées mais qui, pris ensemble, gagnent
en puissance et illustrent plus adéquatement le large spectre de diversité du CEO. Dans cette
optique, Cancer de I'ovaire Canada a établi, comme premiére priorité de recherche de son
initiative OVCAN, le développement de modeles de recherche pour le cancer de I'ovaire (339),

soulignant comme critique le besoin de bons modeéles bien caractérisés, fiables et diversifiés.

A méme notre laboratoire jusqu’en 2015, 22 lignées cellulaires de CEO avaient été
dérivées et bien caractérisées, rendant accessible un grand nombre de modeles versatiles et
efficaces pour la communauté de recherche scientifique (112, 124, 125, 340). Parmi ces 22
lignées, 18 ont été décrites comme CSHG; les quatre autres ont été caractérisées au diagnostic
comme CE, CCC, adénocarcinome et carcinome séreux de grade 1-2. La publication dans Cancers
(Chapitre 2.1) décrit 10 nouvelles lignées dérivées dans notre laboratoire, ajoutant un modéle du
sous-type CM, et un du sous-type CCC, en plus de 7 lignées CSHG et un d’adénocarcinome
(présumé CSHG). Ces nouveaux modeles sont importants dans leur contribution au nombre
disponible pour I'étude de la maladie, surtout pour le carcinome mucineux (Figure 2, Chapitre
1.3.2.2). De plus, quatre des lignées décrites dans cette publication peuvent former des tumeurs
sous-cutanées en souris, incluant celles des deux sous-types moins communs, permettant ainsi
I’étude de la maladie in vivo, un atout pour la recherche translationnelle. Les lignées ci-
caractérisées présentent des profils diversifiés de phénotypes importants pour la maladie ou son
étude, incluant la sensibilité a la chimiothérapie, la vitesse de migration et de croissance, et la
capacité a former des sphéroides. L’'ensemble de ces 32 lignées et leurs données génomiques ont

été mises a la disposition de la communauté de recherche.
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Une partie de I'intérét d’avoir beaucoup de modeles d’étude réside dans I'analyse jointe
de vastes banques de données a I'aide d’algorithmes, permettant d’étudier un grand nombre de
génes, protéines et voies de signalisation simultanément en peu de temps. De ces analyses
peuvent ressortir des cibles thérapeutiques, des biomarqueurs et d’autres facteurs d’intérét dans
I’étude de la maladie. Tel qu’énoncé ci-haut pour le partage des modeéles d’étude, I'accessibilité

et le partage des banques de données favorise la découverte et alimente le progrées en recherche.

En ce sens, mon projet a généré une grande quantité de données d’expression génique
standardisées, ainsi que des données de séquencage génétique; les 32 lignées cellulaires de
cancer épithélial de I'ovaire développées dans notre laboratoire ont été soumises une analyse
d’expression par biopuce et a un séquencage d’exome, tel que décrit au chapitre 2.1, dans le but
premier de rendre accessible ces données aux groupes de recherche étudiant le CEOQ. Nous avons
nous-mémes effectué plusieurs analyses ciblées de ces données, notamment afin d’évaluer et

d’identifier les similarités entre nos différents modeles.

En plus des 32 lignées de CEO, nous avons également soumis les 15 lignées dérivées
résistantes aux PARPi a une analyse d’expression par biopuce, dans le but de comparer le profil
des lignées résistantes a leur lignée parentale respective; ces banques de données seront

également rendues accessibles pour utilisation par la communauté de recherche.

3.1.1.1 Données d’expression

Nos 32 lignées de CEO sont issues d’échantillons variés de 23 patientes différentes, leur
parenté ayant été confirmée par analyses STR (short tandem repeat), et incluent quatre sous-
types différents bien définis : CSHG, CSBG, CM et CCC. Une classification hiérarchique révéle sans
surprise que la majorité des lignées cellulaires issues d’une méme patiente sont
phénotypiquement proches les unes des autres; OV1946 et TOV1946, OV3291 et TOV3291G,
0V2978 et TOV2978G, et les lignées 3133 (Annexe, Figure 8). Or, OV1369(R2) et OV2295(R2)
ressortent comme éloignées de leurs lignées apparentées. Cela pourrait possiblement étre
expliqué par la nature de celles-ci, tel qu’établi dans leur publication d’origine (112), en tant que
lignées issues d’échantillons prélevés suite a la rechute des patientes. Nous postulons que les

traitements successifs entre la chirurgie primaire et la rechute pourraient avoir une incidence sur
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leur profil d’expression, expliquant potentiellement en partie pourquoi ces deux lignées se
retrouvent aussi éloignées; le profil d’OV3133(R2) supporte également cette idée, étant la lignée
la plus éloignée des autres a méme le groupe issu de la patiente 3133, et provenant elle aussi
d’un échantillon de rechute. Cependant, dans le cas d’OV2295(R2), cet échantillon a été prélevé
en méme temps que celui de TOV2295(R), au moment de la rechute (112); pourtant, la lignée
TOV2295(R) se retrouve phénotypiquement beaucoup plus pres d’OV2295, qui elle est issue d’un
échantillon d’ascites prélevées lors de la chirurgie primaire. Il a été démontré que les ascites
divergent précocement de la tumeur d’origine (341); vue la proximité comparable entre ascites
primaire versus tumeur primaire (1946, 2978, 3291) et ascite primaire versus tumeur récurrente
(OV2295 et TOV2295(R)), nous pourrions émettre que les ascites subissent des altérations
d’expression génique plus marquées au fil du temps, mais cela resterait a confirmer. Il a été
démontré que les ascites puissent étre un marqueur de I'évolution de la maladie, que celles-ci
pourraient contribuer au développement de métastases et de chimiorésistance, et méme qu’elles
pourraient moduler I'évolution de la tumeur solide elle-méme (342-344). Prises ensemble, ces
données suggerent que la tumeur et les ascites évoluent conjointement mais peuvent diverger
phénotypiquement apres une plus longue durée, nous informant ainsi sur l'importance de
considérer ces deux aspects dans le traitement de patientes a long terme, et surtout dans la

gestion d’une rechute.

Nos lignées cellulaires incluent des modeles de plusieurs sous-types différents de CEO
(Annexe, Figure 8). Les divers sous-types de CEO sont fortement hétérogenes et démontrent
habituellement des caractéristiques moléculaires distinctes (24). Dans I’ensemble de nos
modeles, une majorité des lignées de CSHG se regroupent ensemble pour former l'une des deux
branches majeures; la lignée de CM TOV2414 et I'une des lignées de CCC, TOV21G, se classifient
avec les CSHG, alors que OV1946 et TOV1946, des lignées de ce dernier sous-type, se regroupent
dans l'autre branche majeure; il serait intéressant d’étudier les particularités de ces modeéles
menant a une telle classification, qui pourrait nous informer sur la pertinence de certains genes
dans la définition des sous-types. L'autre embranchement inclut, séparée des autres, la lignée
TOV81D, décrite dans sa publication d’origine comme adénocarcinome papillaire séreux de grade

1-2 (340); depuis cette publication, la classification de haut grade versus bas grade a été adoptée,

151



ou un carcinome de grade 1 serait considéré comme bas grade, alors qu’un carcinome de grade
2 ou 3 serait classifié comme haut grade (345). La maladie de la patiente a partir de laquelle
TOV81D a été dérivée a été gradée comme 1-2, rendant ambigu le sous-type de cette lignée.
Cependant, I'absence d’une mutation de TP53 dans cette lignée, ainsi que sa position isolée dans
la classification hiérarchique (Annexe, Figure 8), suggére que celle-ci serait issue d’un CSBG, plutot
que d’un CSHG. La lignée TOV112D, quant a elle, issue d’'une patiente diagnostiquée avec un CE
a la pathologie, a initialement été décrite comme une lignée de CE (340). Or, des analyses
moléculaires effectuées plusieurs années plus tard ont démontré que la lignée est issue d’'une
portion dédifférenciée de la tumeur. La classification de cette lignée a donc été raffinée,
I'indiquant comme une lignée de carcinome dédifférentié (346). Selon cette classification, il n’est

pas surprenant que ce modele soit phénotypiquement distinct.

Deux lignées, OV90 et OV3331, ont été classifiées comme adénocarcinome, sans sous-
type spécifié au diagnostic. La lignée OV3331 est issue des ascites d’'une patiente n’ayant pas recu
de chirurgie de cytoréduction, et de ce fait n’a pas pu recevoir de sous-type histopathologique au
diagnostic; or, tel que décrit dans la premiéere publication de cette these (Chapitre 2.1), les
caractéristiques moléculaires de cette lignée suggerent fortement que celle-ci est du sous-type
CSHG, ce qui est supporté ici par son regroupement avec les autres lignées de ce sous-type
(Annexe, Figure 8). La lignée OV90, quant a elle, ne présentait pas suffisamment de propriétés
différenciées pour étre classifiée (347). La publication d’origine note que cette lignée porte une
mutation TP53 (340), suggérant que celle-ci pourrait étre du sous-type CSHG; nous notons que
plusieurs publications utilisant OV90 ont présumé qu’elle était de ce sous-type (298, 348-354),
sans doute d( au moins en partie a son assignation comme lignée séreuse dans des banques de
données telles I'organisation de distribution American Type Culture Collection (ATCC) (355), et le
projet de caractérisation DepMap (356). Or, une analyse au niveau transcriptomique (Annexe,
Figure 9) révéle une absence d’expression de I’ARN de WT1 ce qui, en plus de sa ségrégation dans
la classification hiérarchique, pese contre cette classification. Or, son absence d’expression de
I’ARN de Napsin A, de PR et d’ER suggere qu’elle ne serait pas des sous-types CCC ou CE.
Cependant, OV90 serait porteuse d’'une mutation BRAF (357), souvent retrouvée chez les sous-

types CSBG et CM; le haut grade au diagnostic de la patiente 90 la disqualifie comme CSBG, mais

152



son profil moléculaire superficiel pourrait la classer comme CM. Un groupe ayant analysé divers
modeles cellulaires a caractérisé OV90 comme « possiblement séreux de haut grade », avec un
score intermédiaire selon leurs critéres d’analyse (128), et un autre ayant étudié le statut
mutationnel de plusieurs lignées n’a pas pu assigner avec certitude un sous-type pour OV90 (66).
Vue sa proximité avec TOV112D dans la classification, nous pourrions postuler qu’il s’agit
également d’un carcinome dédifférencié, mais davantage d’analyses moléculaires plus profondes

seraient nécessaires pour le confirmer.

Somme toute, lI'ensemble des divers modéles développés par notre laboratoire
constituent une précieuse mine d’information qui, bien exploitée, permettra a la communauté
de recherche sur le cancer de I'ovaire d’étudier la maladie sous plusieurs aspects, et de découvrir
et tester de nouveaux biomarqueurs et thérapies applicables a une importante fraction de

patientes.

3.1.2 Résistance aux inhibiteurs de PARP

En plus de ces 32 lignées de CEO, ma question de recherche sur la résistance acquise aux
inhibiteurs de PARP m’a mené au développement de modeles d’étude pour ce phénoméne en
particulier. Mon second manuscrit (Chapitre 2.2) décrit le processus de dérivation de lignées
cellulaires résistantes aux PARPi, a partir de six lignées sensibles précédemment caractérisées,
incluant la lignée OV2978 décrite dans ma premiére publication (Chapitre 2.1). Il est a noter que
nous avons tenté de dériver des lignées résistantes aux PARPi a partir de la lignée sensible BRCA2-
mutée OV4453; or, nous n’‘avons pas pu créer de modeéles a partir de cette lignée di a une
sensibilité accrue et persistantes a ces inhibiteurs. Les 15 nouveaux modeéles (dérivés des 6 lignées
parentales) m’ont servi dans I’étude du phénomeéne de résistance acquise aux PARPi, et ont mené
a la découverte d’une vulnérabilité importante des tumeurs résistantes. Ces lignées, ainsi que
leurs données d’expression génique, seront publiées et pourront servir a d’autres groupes de
recherche souhaitant étudier cet aspect important du cancer de I'ovaire, soit la résistance au

traitement.

La résistance au traitement est, tel que décrit plus tot (Chapitre 1.2.1), I'un des facteurs

importants entravant I'amélioration du taux de survie du CEO. Il est connu que la majorité des
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patientes traitées aux inhibiteurs de PARP rechutent avec une maladie résistante, ayant cessé de
répondre a la thérapie; cela s’ajoute au phénomeéne répandu de résistance intrinseque, ou
plusieurs patientes ne répondent pas au traitement méme initialement. Fleury et al. ont publié
des données de sensibilité a olaparib pour 18 de nos lignées de CEO, soient 17 CSHG et OV90,
considérée par cette publication comme de faisant partie de ce sous-type (298). A partir de ces
données, le groupe a su démontrer que la sensibilité aux PARPi n’était pas seulement influencée
par la fonctionnalité de la voie de réparation du HR, mais également celle des autres voies de la

réparation.

Afin de déterminer si le profil de sensibilité a olaparib se traduisait aux autres PARPi, nous
avons parallelement évalué la Clso de ces lignées a niraparib et a talazoparib (Annexe, Figure 10).
Nous observons, en comparant les graphiques pour olaparib (298), niraparib et talazoparib, que
les six lignées les plus sensibles demeurent les mémes : OV2295 reste la plus sensible aux trois
inhibiteurs, suivie de TOV3041G, TOV2978G, OV4453, OV1946 et TOV1946, dans un ordre
variable. Il est a noter que dans la publication de Fleury et al. ci-référencée, seulement cinq
lignées ont été classées comme « sensibles »; TOV2978G a été catégorisée comme ayant une
sensibilité intermédiaire, mais reste la plus sensible parmi ce groupe. La catégorie résistante telle
gue définie par Fleury et al., quant a elle, ne compte que quatre lignées, dont OV866(2), qui
ressort comme lignée intermédiaire dans nos analyses sur niraparib et talazoparib. Les trois
autres lignées résistantes a olaparib — TOV1369, OV1369(R2) et OV90 — sont également des plus
résistantes aux deux autres drogues, en plus de TOV2223G, TOV3133G et OV4485, cette derniére
portant une mutation BRCA1 la rendant déficiente en HR (124). Pour cette raison, OV4485 est un
modele d’étude important dans le cadre des PARPi, représentant les 20 a 50% des patientes

portant une mutation BRCA mais ne répondant pas au traitement initial (302, 323).

En observant les profils de réponse de nos lignées aux trois PARPi testés, nous notons que
les groupes de sensibilité sont similaires; les lignées sensibles a un PARPi le sont aux deux autres,
et les lignées résistantes a un PARPi démontrent une résistance au moins intermédiaire aux
autres. Ces résultats suggereraient qu’une patiente intrinséquement résistante a un PARPi le
serait potentiellement aux autres inhibiteurs de cette classe. Or, dans le cas des profils de réponse

a niraparib (Annexe, Figure 10), nous notons que la distinction entre le groupe résistant et le
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groupe intermédiaire est moins bien définie. Un lien pourrait étre fait entre cette observation et
le plus large spectre d’utilisation de niraparib en clinique (20, 191), comparé a olaparib (298) ou
talazoparib (Annexe, Figure 10), dont le groupe résistant est beaucoup mieux défini et
significativement moins sensible que le groupe intermédiaire. Somme toute, tel que démontré,
nos nombreuses lignées cellulaires sont des modeles diversifiés, bien caractérisés et
représentatifs du CEO, pouvant servir pour I'étude des sous-types, de leurs biomarqueurs et de
nouvelles voies de traitement dans divers contextes cliniques, incluant la résistance aux

inhibiteurs de PARP.

3.1.2.1 Voies de traitement spécifiques

Un grand nombre de publications décrivent des mécanismes par lesquels une tumeur
résisterait au traitement par PARPi, tel que décrit au chapitre 1.4.3. Nous avons tenté de
déterminer quels pourraient étre les mécanismes supportant la résistance dans nos modeles,

autant la résistance intrinseque qu’acquise, afin de trouver de potentielles solutions.

Dans notre recherche sur les mécanismes de résistance intrinséque aux PARPi, nous avons
comparé les profils d’expression génique des six lignées résistantes et six lignées sensibles a au
moins deux des trois PARPi pour lesquels nous avions des données. Une analyse de voies de
signalisation, a I'aide de la base de données Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG),
puis un tri des voies les plus importantes démontre, tel que précédemment décrit par Fleury et
al., que diverses voies de réparation de I'ADN seraient associées a la résistance aux PARPi
(Annexe, Figure 11a) : le BER (2¢ rang), le NER (6° rang), le MMR (20 rang), le HR (13® rang) et la
voie d’anémie de Fanconi (3¢ rang). La voie du NHEJ, quant a elle, ressort comme la 54¢ plus
fortement associée a la résistance, selon cette analyse. Le résultat au premier rang est celle des
ribosomes, ce qui est également fort intéressant. En effet, tel que décrit plus haut, PARP1 joue
un role dans la transcription, la maturation et I'assemblage des ribosomes (Chapitre 1.4.1.4), et il
a été démontré que la voie de biogénése des ribosomes est souvent dérégulée dans le CSHG
(358). Un groupe a notamment montré en 2014 que la phosphorylation d’une sous-unité
ribosomale, la protéine ribosomale S6, induirait une résistance aux PARPi en médiant la
réparation de I’ADN (359), suggérant davantage que les processus ribosomaux dans la cellule

pourraient avoir une incidence sur la réponse aux PARPi. Un autre groupe a émis que la sensibilité
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aux PARPi chez les patientes non déficientes en réparation d’ADN pourrait étre expliquée par le
role de PARP1 dans la modification et la translocation de DDX21, qui promeut la transcription de
I’ADN ribosomal (360), et qui est surexprimée au nucléole chez les patientes atteintes du cancer.
Il a été proposé que les PARPi puissent étre combinés a des inhibiteurs de synthése des ribosomes
(358), ce que nos résultats d’analyse d’expression génique semblent appuyer. Ces analyses au
niveau des voies de signalisation nous ont permis d’interpréter certains aspects du phénomeéne
de résistance et de formuler des hypothéses; nous avons également effectué des analyses au

niveau des genes afin de déterminer de potentielles cibles thérapeutiques.

Nous avons ressorti de notre analyse les 30 génes significatifs les plus fortement affectés
(Annexe, Figure 11b). Parmi ces 30 genes, 11 sont des génes stimulés (d’un facteur d’au moins 4)
par I'interféron gamma (IFN-y) : OAS2, OASL, FGF13, SP110, OAS3, ISG15, EMB, BST1, RHBDL?2,
IFIT3 et DUSP6 (361). Nous notons par ailleurs que tous ces génes, a I'exception de DUSP6, sont
sous-exprimés dans les lignées résistantes, comparé aux lignées sensibles (Annexe, Figure 11b). Il
a récemment été démontré que la signalisation par IFN-y serait associée a une perte de fonction
de BRCA1 dans le CSHG, ou des cellules de CSHG portant une mutation dans ce géne voyaient une
augmentation de I'expression de genes induits par I'IFN-y, incluant OAS2 et OAS3 (362). Nous
pourrions émettre que, malgré que nos lignées sensibles ne portent pas toutes une mutation
BRCA, leur incapacité a réparer des CDB puisse de facon plus générale mener a une surexpression
des genes induits par I'IFN-y. En outre, nous avons porté une attention particuliére a I'intégrine
beta-3 (/TGB3), qui est ressortie comme le geéne significatif le plus fortement surexprimé en
moyenne dans le groupe résistant, comparé au groupe sensible (27.9 fois, t-test de Student p =
0.02) (Annexe, Figure 12), en tant que protéine pouvant étre ciblée directement. Les intégrines
sont des hétérodimeéres formés d’une sous-unité alpha et d’une sous-unité beta; la sous-unité
beta-3 peut dimériser avec les sous-unités alpha-llb et alpha-v, ces deux diméres agissant comme
récepteurs reconnaissant la séquence arginine-glycine-asparagine de divers substrats du milieu
extracellulaire (363). Plusieurs groupes ont démontré que les intégrines, dont I'intégrine beta-3,
peuvent jouer un role dans la résistance au traitement dans le cancer, et que cibler ces protéines
peut sensibiliser la tumeur (364-366). Nous avons testé notre potentielle cible a I'aide de

cilengitide, un puissant inhibiteur de I'intégrine alpha-v-beta-3, et secondairement des intégrines

156



alpha-v-beta-5 et alpha-v-beta-1 (367), ayant été le sujet de plusieurs essais cliniques pour divers
cancers (368). Nos résultats illustrent que la combinaison entre niraparib et cilengitide était
efficace contre OV1369(R2) (Annexe, Figure 12b), notre lignée la plus intrinséquement résistante
aux PARPi (Annexe, Figure 10). Nos essais subséquents sur la lignée OV4485, aussi résistante aux
PARPi, ont démontré une plus faible efficacité de synergie pour cette combinaison, voire méme
de I'antagonisme a certaine concentrations (Annexe, Figure 12c). Ceci suggére que la combinaison
pourrait étre efficace chez certaines patientes sans I'étre chez d’autres, et que d’autres
marqueurs que |I'expression d’ITGB3 seraient nécessaires pour prédire lesquelles y répondraient.
Une piste possible serait la voie Src, via laquelle I'intégrine alpha-v-beta-3 active les kinases JNK
et p38 (369, 370); il a été démontré que JNK et p38 pourraient servir de mécanisme
compensatoire médiant la résistance a olaparib dans le cancer de I'ovaire, et que leur inhibition
empéche efficacement la croissance de cellules résistantes a ce PARPi (371). Davantage d’études

seraient nécessaires pour confirmer cette hypotheése.

Parallélement, tel que décrit ci-haut, nous avons soumis nos lignées ayant acquis une
résistance aux PARPi a une analyse d’expression par biopuce. En comparant I'expression génique
des lignées résistantes et des lignées parentales pour OV1946, TOV3041G, OV2978 et TOV2978G,
nous observons que respectivement 34.9%, 32.2%, 19.5% et 10.6% des génes surexprimés ou
sous-exprimés le sont pour les trois modeles dérivés d’'une méme lignée (Annexe, Figure 13a). Or,
en analysant I'ensemble de ces données d’expression, aucun gene n’était différentiellement
exprimé en commun entre toutes nos lignées résistantes. En comparant les génes communément
affectés entre seulement deux familles, les lignées OV1946 résistantes et les lignées TOV3041G
résistantes, nous observons que la majorité des génes surexprimés dans ce premier groupe de
lignées sont sous-exprimés dans ce deuxiéme groupe, et vice-versa (Annexe, Figure 13b); un total
de 276 génes sur 10 413, soit environ 2.6% des genes affectés au total, sont affectés de la méme
facon entre les deux groupes. Ceci suggére que la majorité des mécanismes par lesquels nos
modeles résistants ont acquis la résistance different selon la lignée parentale, et que combattre
ces mécanismes nécessiterait une approche patiente-spécifique, voire méme inhibiteur-
spécifique. Nous concluons qu’une approche par analyse d’expression ne permette pas de trouver

une solution universelle. Nous avons donc plutot opté d’analyser nos données afin de trouver de
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potentiels mécanismes de résistance et cibles thérapeutiques a méme une famille de lignées

résistantes, plutot qu’entre les différentes familles.

Comme les lignées résistantes dérivées a partir d'OV1946 et de TOV3041G ont été
développées en premier, la majorité des analyses ont été effectuées sur celles-ci. Une analyse
KEGG des voies de signalisation nous indique qu’un grand nombre de génes de la voie de la
phosphorylation oxydative sont surexprimés dans toutes les trois lignées résistantes issues
d’0V1946 (Annexe, Figure 14a); une analyse plus en profondeur démontre que la majorité des
genes de cette voie sont surexprimés dans au moins une des trois lignées (Annexe, Figure 14b).
Nous avons émis comme hypothése que les lignées OV1946 résistantes aux PARPi auraient subi
un changement métabolique et puissent étre davantage dépendantes a la phosphorylation
oxydative pour leur survie. Afin de tester cette possibilité, nous avons traité la lignée OV1946or,
ainsi que la lignée parentale OV1946 et la lignée oculaire épithéliale non transformée ARPE19
comme controles, avec le puissant inhibiteur moléculaire rotenone, qui cible le complexe | de la
voie de respiration de la mitochondrie (372). Nous avons observé que la lignée parentale OV1946
est plus sensible au rotenone que la lignée normale ARPE19 (Annexe, Figure 14c); cela n’est pas
surprenant, puisqu’il est connu que cet inhibiteur a des propriétés antitumorales dans plusieurs
cancers (373-375). De plus, en ligne avec notre hypothése, nous avons observé que la lignée
résistante OV19460r est plus vulnérable au rotenone que sa lignée parentale, suggérant
effectivement que cette famille de lignées résistantes dépendrait davantage de la voie de
respiration mitochondriale, comparativement a avant I'acquisition de résistance. Or, malgré que
la lignée normale ARPE19 était moins affectée que les lignées de CEO dans cette étude (Annexe,
Figure 14c), le rotenone demeure un inhibiteur lourdement toxique, et son utilisation est
difficilement envisageable dans un contexte clinique (372). La poursuite de cette potentielle
vulnérabilité nécessiterait une molécule puissante et spécifique moins néfaste ciblant la voie de

la phosphorylation oxydative.

Une analyse parallele plus ciblée des données d’expression a ressorti que, parmi les
enzymes PARP, PARP14 était particulierement fortement surexprimée dans les trois lignées
résistantes TOV3041G (Annexe, Figure 15a). PARP14 a récemment accru de I'intérét comme une

cible thérapeutique potentielle pour combattre certains cancers (376, 377); cette enzyme de la
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famille des PARP est en fait une MART, qui activerait la transcription de certains génes de
croissance via le facteur de transcription STAT6, lorsque stimulée par l'interleukine-4 (376). Il a
aussi été démontré que PARP14 jouerait un role dans la réparation de ’ADN par HR (378), et que
son inhibition sensibiliserait certains cancers au traitement, notamment di a son rdle de
suppresseur de JNK (379, 380). Nous avons confirmé la surexpression de PARP14 au niveau
protéique dans nos trois lignées résistantes dérivées de TOV3041G (Annexe, Figure 15b), et avons
parallélement noté que I'expression protéique de PARP1 n’était pas altérée, malgré I'indication
d’une légere baisse d’expression au niveau de I’ARN dans nos données de biopuce. Afin de
confirmer le role de PARP14 dans la résistance aux PARPi, nous avons transfecté la lignée
résistante TOV3041Gor avec un petit ARN interférant (siRNA) ciblant PARP14 (Annexe, Figure
15c¢). Un essai de croissance a montré qu’apres transfection, nos cellules résistantes était plus
sensibles au traitement a olaparib (Annexe, Figure 15d), suggérant un role pour PARP14 dans la
résistance a cet inhibiteur. Cependant, malgré lintérét accru de PARP14 comme cible
thérapeutique prometteuse depuis plusieurs années déja, ce n’est que récemment qu’un
inhibiteur spécifique et puissant contre cette protéine a été décrit et publié (381). Cet inhibiteur,
le RBN012759, inhiberait PARP14 avec une Clsg de 3 nM, sans cibler les autres membres de la
famille PARP. Il serait fort intéressant de tester I'efficacité de ce nouvel inhibiteur en combinaison
avec olaparib dans le contexte des lignées résistantes TOV3041G, et de sa possible utilité dans un

contexte clinique pour des cas analogues a ces modéles.

Dans l'optique d’analyses ciblées, nous avons jugé que, dans le contexte de la résistance
acquise aux PARPi, comme dans la résistance intrinseque, les voies de réparation de 'ADN
pourraient étre d’intérét. Nous avons considéré la possibilité que nos lignées dérivées aient une
plus forte capacité a réparer des cassures d’ADN comme mécanisme de résistance, tel que décrit
dans les cas de réversion BRCA, par exemple (Chapitre 1.4.3.2.1). Une analyse préliminaire de nos
données d’expression démontre en effet que plusieurs genes des diverses voies de réparation
sont différentiellement exprimés dans les lignées résistantes OV1946 et TOV3041G, quoique
présentant des profils plutot différents (Annexe, Figure 16a-b). Nous avons décidé d’évaluer
davantage la fonctionnalité des voies de réparation des CDB, soit le HR et le NHEJ; il a déja été

décrit qu’OV1946 n’a pas de voie de HR fonctionnelle, et que TOV3041G est faiblement
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compétente pour cette voie, tel qu’évalué par la formation de foci RAD51 (298). Nos propres
données sur la formation de foci RAD51 illustrent une voie de HR faiblement compétente pour
0V1946, et une voie fonctionnelle pour TOV3041G (Annexe, Figure 16c). Suivant cette méthode,
les lignées résistantes d’OV1946 démontrent une plus grande capacité a former des foci RAD51,
suggérant une réversion de la fonctionnalité de la voie du HR. Les lignées résistantes TOV3041Gor
et TOV3041Gnr, quant a elles, démontrent une tendance a la baisse pour la formation de ces foci,
suggérant une perte ou une suppression de la voie, qui n’est pas observée dans TOV3041Gtr
(Annexe, Figure 16c). A I'aide d’un systéme rapporteur de plasmides DR-GFP et EJ5-GFP, il est
possible de mesurer respectivement |’activité des voies du HR et du NHEJ, suivant la capacité des
cellules a réparer une cassure particuliere dans un gene rapporteur sur un plasmide transfecté,
induite par une enzyme de restriction exogene (382). Nos données démontrent une tendance
non significative d’augmentation de I'activité de HR dans la lignée résistante OV19460r, comparé
a la lignée parentale, mais pas dans la lignée TOV3041Gor (Annexe, Figure 16d); cette légére
augmentation dans OV19460r se base sur une lignée parentale d’un niveau de compétence tres
faible (Annexe, Figure 16e, gauche), et n’arrive qu’a un niveau seuil d’environ 50% de celui de la
lignée compétente TOV112D (Annexe, Figure 16e, droite), suggérant que le rétablissement de la
voie du HR est partielle. Nous notons entre autres, dans nos données d’expression, que les génes
BRCA1 et BRCA2 ne varient pas significativement entre OV1946 et ses lignées résistantes; malgré
gue ces génes ne soient pas mutés pour cette lignée, il serait intéressant de tester leur expression
protéique, ainsi que celle d’autres génes jouant un role dans le phénotype de BRCAness. Nous
n’observons pas non plus de différence significative dans la voie du NHEJ pour OV19460r, mais
notons que cette voie semble étre fonctionnelle pour la lignée résistante ainsi que la lignée
parentale (Annexe, Figure 16d). Dans le cas de TOV3041G, nous notons un tres faible niveau basal
de NHEJ, et observons une robuste augmentation de I'activité de cette voie dans TOV3041Gor
(Annexe, Figure 16d-e, centre), suggérant que cette voie est rétablie suite a 'acquisition de
résistance par cette lignée. Cette supposition est supportée par nos données d’expression, ou
environ 40% des genes de cette voie sont surexprimés dans les lignées résistantes TOV3041G
comparativement a la lignée parentale (Annexe, Figure 16b), et pourrait expliquer la résistance

de ces lignées, malgré I'apparente diminution des foci RAD51 dans la lignée TOV3041Gor
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(Annexe, Figure 16¢-d). D’autant plus, il est connu que certains facteurs, notamment 53BP1 (383)
et le complexe shieldin (384), peuvent jouer un role de suppression de la voie du HR et de la
formation des foci RAD51. Malgré que ces protéines ne ressortent pas comme affectées dans nos
données d’expression d’ARN, il serait intéressant de mesurer le niveau d’expression protéique de
certains de ces acteurs afin d’évaluer s’ils peuvent expliquer la diminution en HR et

I"augmentation en NHEJ observées.

Prises ensemble, ces données sur les voies de réparation de I’ADN pourraient en partie
expliquer la résistance acquise aux PARPi dans nos modeles. Néanmoins, davantage d’analyses
seraient nécessaires pour confirmer I'étendue de I'impact de ces voies, surtout des voies de
réparation des CSB qui n’ont pas été explorées en profondeur. Cependant, il reste tout de méme
probable que d’autres facteurs jouent un réle important dans le phénotype résistant observé, et
une compréhension compléte du profil de résistance de ces modéles nécessiterait des recherches
plus étendues. De plus, seules les lignées résistantes d’'OV1946 et de TOV3041G ont été
substantiellement analysées dans le cadre de cette these; I'étude de nos autres modeéles
permettrait une appréciation plus générale de la résistance acquise, et assurerait une

représentativité plus exhaustive de ce phénoméne.

3.1.2.2 Voie de traitement universelle

Tel que précédemment expliqué, un grand nombre de publications ont déja décrit des
mécanismes par lesquels une tumeur peut compenser sa sensibilité aux PARPI, ainsi que des
solutions pour contrer ces mécanismes spécifiques, auxquels s’ajoutent les résultats de la section
précédente (Chapitre 3.1.2.1). Ce type de méthode s’inscrit dans une optique de médecine
personnalisée, ol chaque patiente serait traitée selon sa maladie et son mécanisme de résistance
spécifiques; or, non seulement cette approche est-elle peu pratique pour les médecins traitants,
mais elle laisse place a I’erreur, et implique I'identification de tous les mécanismes sous-jacents
possibles, ainsi que leurs solutions respectives. Les résultats décrits dans le second manuscrit
(Chapitre 2.2) sont détachés de cette idée de médecine personnalisée, détaillant un moyen de
contourner la résistance aux inhibiteurs de PARP par un mécanisme plus général, se basant sur le
mode de fonctionnement de PARP1 plutot que sur le moyen spécifique par lequel une lignée

démontre ou acquiert une résistance.
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L’efficacité de la synergie entre l'inhibition de NAMPT et l'inhibition de PARP a été
démontrée dans le cancer du sein triple négatif en 2012 (337), puis dans le sarcome d’Ewing en
2017 (338); or, Bajrami et al. et Heske et al. ne cherchaient pas a répondre a une question de
résistance, mais plutét de potentialisation des PARPi dans la maladie qu’ils étudiaient. Leurs
résultats montrent que I'utilisation de l'inhibiteur de NAMPT daporinad augmente I'effet
cytotoxique d’olaparib en sensibilisant les cellules a ce dernier. Notre recherche affirme plutot,
dans le CEO, que l'utilisation d’un inhibiteur de NAMPT combat la résistance aux PARPi, méme
dans une situation de résistance acquise apres traitement. Nous postulons que ['utilisation
d’inhibiteurs de NAMPT en clinique, en combinaison avec les PARPiI, pourrait prolonger la durée
de vie des patientes dans les stades avancés aprés rechute, mais augmenterait aussi la proportion
de patientes qui bénéficieraient d’un traitement aux PARPi au départ. De plus, suivant les
résultats présentés par ces deux groupes, il est possible que I'utilisation d’inhibiteurs de NAMPT
pour combattre la résistance aux PARPi puisse s’étendre au cancer du sein et du sarcome d’Ewing,
voire méme au cancer de la prostate, au cancer du pancréas et au carcinome pulmonaire a cellules

claires, pour lesquels les PARPi sont actuellement étudiés ou approuvés pour utilisation clinique.

Deux autres publications récentes ont observé de potentielles applications de I'inhibition
du NAMPT dans le cancer épithélial de I'ovaire. La premiere par Nacarelli et al. dans Cancer
Research en 2020, décrit I'utilisation de daporinad dans le contexte de sénescence induite par le
traitement a la chimiothérapie dans le CEO (385). Il est connu que les chimiothérapies a base de
platine induisent un phénotype de sénescence, et que ce phénoméne induit une chimiorésistance
en conférant aux cellules tumorales un phénotype apparenté aux cellules souches (386). Ce
groupe a démontré que le NAMPT promeut I'apparition de ce phénotype de cellules souches via
I'aldéhyde déshydrogénase (ALDH), et que son inhibition réprime non seulement |’activation de
I’ALDH, mais également le phénotype sécrétoire associé a la sénescence post-chimiothérapie.
Nacarelli et collegues démontrent qu’il est avantageux de combiner daporinad a un agent a base

de platine, rendant ainsi plus efficace la chimiothérapie.

La seconde publication récente par Kudo et al., publiée dans FEBS Letters en 2020, tente
d’élucider, dans le CEO, les facteurs de sensibilité dictant la réponse au daporinad comme agent

unique (387). Ce groupe établit un lien entre la voie métabolique de la glycolyse et la sensibilité
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a lI'inhibition du NAMPT; les lignées de CEO dont la glycolyse est dépendante du NAMPT seraient
sensibles au daporinad comme agent unique, incluant un nombre de lignées résistantes aux
inhibiteurs de PARP, ou l'inhibiteur dépléterait les niveaux d’ATP dans la cellule. Or, malgré les
données in vitro présentées par ce groupe, daporinad comme agent unique ne s’est pas montré
efficace en essais cliniques, quoique pour des cancers différents (388). De ce fait, un nombre de
publications ont subséquemment démontré I'efficacité de combiner les inhibiteurs de NAMPT
avec plusieurs autres thérapies, incluant la chimiothérapie alkylante (389-391), tel que mentionné
ci haut, mais aussi I'immunothérapie anti-PD-L1 (392) et I'inhibition de NT5E (393), de CD20 (394),
de LDHA (395) et du protéasome (396).

Parallélement, une publication dans Nature en 2019 par le laboratoire de Paul S. Mischel
a démontré, par des analyses sur un grand nombre de tissus tumoraux et normaux, que certains
tissus expriment fortement I’enzyme nicotinate phosphoribosyltransférase (NAPRT), et que les
tumeurs qui proviennent de ces tissus ont une fréquence d’amplification plutot élevée pour cette
enzyme. lls démontrent également que ces tumeurs sont entierement dépendantes du NAPRT et
de la voie de Preiss-Handler pour leur survie; or, les tissus normaux qui n’expriment pas fortement
cette enzyme sont plutét dépendantes du NAMPT et de la voie de récupération pour le
métabolisme du NAD (397). Une observation intéressante a soulever ici est que le tissu ovarien
serait I'un des tissus exprimant de hauts niveaux de NAPRT, et dont les tumeurs séreuses ont une
fréquence élevée d’amplification de cette enzyme (397). Malgré que le groupe de Kudo et al. ait
démontré une certaine efficacité de daporinad seul dans plusieurs lignées de CSHG (387), nos
observations ont plut6ét suggéré que I'inhibition du NAMPT n’était pas a elle seule suffisante pour
affecter la croissance de nos modeles cellulaires de CSHG; ceci pourrait suggérer que nos lignées
cellulaires seraient plutot dépendantes de la voie Preiss-Handler et du NAPRT, suivant les
données obtenues par le groupe de Mischel. Cependant, nous démontrons qu’en présence
d’olaparib, I'inhibition du NAMPT était efficace pour tuer des cellules tumorales ovariennes
séreuses, suggérant que la voie de récupération joue un role important dans le métabolisme du
NAD dans cette maladie, et que ces tumeurs ne dépendent pas uniquement de la voie Preiss-
Handler. Il est toutefois possible, vu les données obtenues par Chowdhry et al. (397), que

I'inhibition de cette derniéere voie puisse aussi étre synergique avec 'inhibition de PARP. Cette
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hypothese pourrait étre vérifiée a I'aide de siRNA ciblant NAPRT, mais il n’existe pas actuellement
d’inhibiteurs spécifiques et puissants contre NAPRT, puisque l'intérét pour cette protéine est
récent (388), ne rendant pas pour l'instant possible cette option de traitement en clinique. Il a
par ailleurs été décrit que I'inhibition du NAPRT sensibilise les cellules tumorales a I'inhibition de
NAMPT, incluant le cancer de 'ovaire (398); dans cette optique, il pourrait étre intéressant de
tester la potentielle synergie cette combinaison avec I'inhibition de PARP, vu I'importance de ces

deux voies de métabolisme du NAD dans le tissu ovarien.
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Chapitre 4 — Conclusions et perspectives

Le cancer de I'ovaire est bien établi comme le cancer gynécologique le plus létal, et dans
la majorité des cas de diagnostic, il s’agit d’une sentence de mort dans les cinq années suivantes.
Il est urgent de trouver des solutions innovatrices et efficaces afin de drastiquement améliorer le
sort des patientes. Comme |'a émis Cancer de I'ovaire Canada, le développement de modeles
robustes, fiables et représentatifs est une priorité pour I’étude du cancer de I'ovaire sous tous ses
aspects, incluant I'évaluation du risque, la découverte de biomarqueurs en dépistage et en
pronostique, la classification et I'identification des sous-types, la prédiction de la réponse au
traitement, le développement de nouvelles thérapies, et la prévention et la gestion des rechutes.
La communauté de recherche en cancer de I'ovaire, a travers ses divers congres et consortiums,
encourage le partage des données et des outils, et nous espérons que les fruits de notre
recherche, que ce soit nos modeles versatiles exhaustivement décrits et caractérisés, nos
banques de données génomiques, notre biobanque extensive d’échantillons de patientes, ou bien
notre expertise technique diversifiée, puissent servir a pousser la recherche sur cette maladie

bien au-dela des limites auxquelles nous sommes confrontés.

Nous savons que |'hétérogénéité et la résistance au traitement sont deux aspects
caractéristiques et centraux a la |étalité de la maladie; a travers cette these, ces deux aspects sont

traités, et des solutions sont proposées.

D’abord, le développement et la caractérisation de nouveaux modéles cellulaires, surtout
pour les sous-types plus rares, permettent des études plus puissantes et approfondies du cancer
épithélial de I'ovaire en son ensemble, et permet d’adresser I’'hétérogénéité de la maladie, autant
entre les sous-types qu’a méme un sous-type spécifique. Le développement de différents
modeles provenant d’'une méme patiente, soit en appariant ascites et tumeur, ou en prélevant
avant et aprés traitement, permet non seulement d’étudier divers aspects d’'une méme maladie,
mais également d’évaluer son processus de développement menant a la rechute. Les modeéles
développés par notre laboratoire permettent ce genre d’étude, et il serait intéressant d’analyser

en profondeur les divergences notamment génomiques, protéomiques et métabolomiques entre



les diverses lignées issues d’'une méme patiente. D’une part, tel que discuté précédemment, les
ascites seraient un point d’étude intéressant en tant que modulateur de la réponse au traitement
et du développement de métastases, surtout dans le cas ou des différences phénotypiques
significatives seraient observées entre la tumeur et leurs ascites correspondantes. D’autre part,
I’étude des modeles d’ascites ou de tumeurs a différents points dans le temps sont d’un intérét
particulier; il serait possible d’évaluer I'évolution de la maladie et de sa réponse au traitement,
permettant d’élucider certains mécanismes de résistance clinique qui favoriseraient la rechute. Il
a par ailleurs été démontré que les patientes de CEO acquiérent diverses altérations génétiques
et épigénétiques, pouvant notamment mener a la surexpression ou a la réexpression de certaines
protéines, a une inactivation de suppresseurs de tumeur, a une acquisition de résistance a la
chimiothérapie, et a une adaptation des profils du métabolisme et de la prolifération (399-402),
soulignant I'importance de modeles issus d’'une méme patiente a plusieurs points temporels,
pour I'étude de I'évolution de la maladie, incluant au fil des lignes de traitement. De tels modéles
cellulaires ont été dérivés dans notre laboratoire, et représentent un précieux outil d’étude pour

ce phénomene.

Ensuite, I’étude de la résistance au traitement nécessite également des modeéles, dont
plusieurs ont été dérivés et étudiés dans le but de trouver des solutions possibles a ce
phénomeéne. Nous planifions rendre ces lignées cellulaires disponibles pour utilisation par la
communauté de recherche, fournissant ainsi un nombre important des modeéles diversifiés,
efficaces et faciles a entretenir pour I'étude de la résistance acquise aux inhibiteurs de PARP. La
grande quantité de données générées par notre analyse de biopuce nous a révélé des profils
d’expression fortement variés, et malgré que nous ayons soulevé quelques voies et facteurs
possibles par lesquels la résistance pourrait étre médiée, il serait intéressant de pousser
davantage ces recherches pour chacun des groupes de modeles, et d’identifier un potentiel fil
conducteur les liant. De la méme facon qu’il existe des clés d’identification pour la classification
des sous-types du CEQ, avec suffisamment de modeéles de résistance, il pourrait étre possible de
dresser une clé d’identification basée sur des données génomiques, afin de classer davantage les
patientes selon leurs facteurs de résistance et ainsi, dans une optique de médecine personnalisée,

déterminer quel serait le traitement le plus efficace par patiente. En poussant davantage, et en
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combinant les modéles résistants provenant d’'une méme patiente, il pourrait étre possible
d’identifier quels seraient les mécanismes de résistance les plus probables d’apparaitre avant
méme que la patiente ne rechute, selon le profil de la tumeur primaire. De telles études
nécessiteraient cependant un nombre beaucoup plus important de modeles, qu’il serait possible

de dériver avec la méthode décrite dans le second article de cette thése.

Nous avons établi, suivant les résultats présentés dans ce second article, que la
combinaison entre daporinad et les PARPi serait efficace pour combattre la résistance a cette
derniere classe d’inhibiteurs, autant pour une résistance acquise qu’intrinseque, et ce dans tous
les modeles de résistance testés. Nous jugeons que la versatilité d’un traitement est importante
pour son implémentation dans un contexte clinique; la médecine personnalisée demeure un idéal
complexe a atteindre, et un traitement universel, comme la chimiothérapie I'est depuis
longtemps, serait présumément beaucoup plus attrayant du point de vue d’'un médecin. De ce
fait, I'un des grands intéréts de la combinaison entre les PARPi et daporinad est son apparente
applicabilité universelle, indépendamment du profil de résistance de la patiente. Cependant,
daporinad est une drogue administrée par voie intraveineuse, plutét que par voie orale; dans un
contexte d’études et d’'implémentation clinique, un inhibiteur oral serait de loin préférable,
surtout en combinaison avec un PARPi déja approuvé pour administration orale. Nos résultats ont
démontré, par I'utilisation des inhibiteurs de NAMPT OT-82 et KPT-9274, que la synergie observée
entre daporinad et olaparib est un effet de classe, plutot qu’un effet spécifique a cet inhibiteur.
Ces deux nouvelles molécules, actuellement en essais cliniques pour le lymphome (0OT-82), le
lymphome non-Hodgkinien et la leucémie myéloide (KPT-9274), sont prometteuses pour leur
administration orale, et pourraient étre utilisée en combinaison avec les PARPi pour le traitement
de CSHG résistant. Davantage de recherches, notamment sur des modeles animaux, seraient
nécessaire pour confirmer |'efficacité de ces combinaisons. Paralléelement, nous collaborons
actuellement avec un groupe de chercheurs du Princess Margaret Cancer Centre, afin de tester
notre combinaison sur des échantillons primaires de patiente ayant rechuté aprés traitement aux
PARPi. La confirmation de I'efficacité de notre traitement sur de tels modeles de résistance
acquise supporteraient fortement son applicabilité chez les patientes, et servirait comme preuve

de concept robuste pour d’éventuels essais cliniques.
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Somme toute, nous espérons que les résultats présentés dans cette thése puissent servir
de point d’appui pour la recherche sur le CEO, et que nos perspectives translationnelles puissent

se traduire en une amélioration du sort des patientes diagnostiquées avec cette maladie |étale.
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A.3 Figures non publiées
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Figure 8-  Classification hiérarchique de nos trente-deux lignées cellulaires de CEO.

Les 32 lignées cellulaires de notre laboratoire ont été soumises a une analyse d’expression
génique par biopuce de type Affymetrix Clariom S (Applied Biosystems, Santa Clara, CA, USA),
effectuée par le Centre d’expertise et de services Génome Québec, tel que décrit précédemment
décrit (403). Les données d’expression ont été normalisées a I'aide du programme Transcriptome
Analysis Console (TAC) 4.0 (Applied Biosystems), et analysées a I'aide du programme librement
accessible TM4 MultiExperiment Viewer v3 (MeV) (404). Toutes les lignées indiquées non
identifiées par la |égende ci-haut sont du sous-type CSHG. Les ensembles de couleurs identiques

identifient les lignées cellulaires issues d’'une méme patiente.
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Figure 9 — Expression génique de marqueurs par nos lignées de CEO.

Les données d’expression des 32 lignées pour cing génes — Napsin A (NAPSA), WT1, PR (PGR) et
ER (ESR1, ESR2) — ont été schématisées. Les lignées cellulaires sont séparés selon leur
classification : adénocarcinome (gris), carcinome dédifférencié (rouge), CSBG (violet), CCC (vert),

CM (jaune) ou CSHG (bleu).
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Figure 10— Sensibilité de dix-sept de nos lignées de CEO a niraparib et talazoparib.

La Clsp de 17 de nos lignées de CEO a niraparib et talazoparib a été évaluée par essais de survie
clonogénique, tel que décrit dans le second article de cette thése (Chapitre 2.2). Les lignées ont
été classées en ordre de sensibilité a chaque inhibiteur; les six premieres ont été classifiées
comme sensibles (blanc), les six derniéres comme résistantes (gris foncé), et les cing autres
comme intermédiaires (gris pale). Toutes les expériences ont été répétées 3 fois, et les barres

d’erreur indiquent I’écart-type.
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A Rank RESISTANCE-ASSOCIATED PATHWAYS B Rank RESISTANCE-ASSOCIATED GENE Fold Change  p-value

1 Ribosome 1 TGFEBI 0.043
2 Base excision repair 2 ITGB3 27.9 0.021
3 Fanconi anemia pathway 3 OAs2 -18.1 0.039
4 Pancreatic cancer 4 ARHGAPA 14.6 0.020
5 DMA replication 5 OASL -12.5 0.037
6 Nucleotide excision repair 6 SNRPN 124 0.038
7 Fatty acid metabolism 7 ADAMI19 -12.3 0.037
8 Chronic myeloid leukemia 8 GSTT2 -11.7 0.023
9 Spliceosome 9 CLDN16 11.1 0.041
10 Small cell lung cancer 10 FiGF13 -10.2 0.045
11 Pyrimidine metabolism 11 GNB4 -9.6 0.041
12 Cell cycle 12 F3 -9.5 0.035
13 Homologous recombination 13 SNAI2 -7.9 0.043
14 Basal transcription factors 14 SP110 -7.9 0.040
15 Colorectal cancer 15 OAS3 -7.9 0.008
16 Mitophagy - animal 16 GNG7 7.5 0.014
17 Vibrio cholerae infection 17 MAP2 -7.0 0.027
18 Endometrial cancer 18 ELOVLA -6.6 0.033
19 Ribosome biogenesis in eukaryotes 19 TSPAN1Z 6.6 0.020
20 Mismatch repair 20 15G15 -6.5 0.003
21 Valine, leucine and isoleucine degradation 21 HACD4 -6.4 0.040
22 Other types of O-glycan biosynthesis 22 G5TO2 6.3 0.015
23 Oxidative phosphorylation 23 NTMN4 6.2 0.010
24 Fatty acid elongation 24 EMBE -6.2 0.049
25 Biosynthesis of amino acids 25 BST1 -5.8 0.023
26 Propanoate metabolism 26 RHEDL2 -5.6 0.032
27 Biosynthesis of cofactors 27 ADA 5.5 0.044
28 Sphingolipid metabolism 28 IFIT3 -5.4 0.042
29 N-Glycan biosynthesis 29 KCNQ5S -5.4 0.036
30 Terpenoid backbone biosynthesis 30 DUSPG 5.2 0.041
Figure 11— Voies et genes les plus fortement associés a la résistance intrinseque.

(A) Chacune des six lignées résistantes a été comparée a chacune des six lignées sensibles en
termes d’expression pour chaque géne, a partir de nos données de biopuce. Les génes avec une
différence d’expression d’au moins 50% ont été retenus et saisis dans KEGG pour chaque
comparaison effectuée. Les voies de signalisation ressorties ont recu un score selon le nombre de
génes différentiellement exprimés, et les scores pour chaque comparaison ont été combinés. Le
rang pour les voies associées a la résistance ci-illustrés prend en compte le nombre de génes de
surexprimés dans les lignées résistantes, et le nombre de génes sous-exprimés dans les lignées
sensibles. (B) L'expression des génes a été comparée entre le groupe résistant et le groupe
sensible, et les 30 génes significatifs (t-test de Student, p<0.05) les plus fortement affectés en
moyenne ont été retenus. Les valeurs positives et négatives indiquent une surexpression et une

sous-expression dans les lignées résistantes, respectivement.
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A Expression de l'intégrine beta-3

14000
y 12000
£y 10000
-
= OO0
g
2 G000
#
£ 4000
k]
= 2000
0 — L] — - —_
N R R S S-S~ RN - S ¢ S -
Pl L S . M L, U L,
{4 o A AT S g O A
o L I o L e s 5 S
& N4 £ A
G

OV1369(R2)
et

Mieapard ul)

oz o i
Cilengince (ub)
Figure 12— Intégrine beta-3 comme facteur de résistance.

(A) L'expression du gene ITGB3 a été comparée entre les lignées sensibles en bleu, et les lignées
résistantes en orange. (B-C) Les lignées résistantes OV1369(R2) et OV4485 ont été ensemencées
dans des plaques 96 puits et traitées avec une gamme de concentrations de niraparib (PARPi) et
de cilengitide (inhibiteur d’intégrine beta-3), seuls ou en combinaison, et une photo a été prise
au début et a la fin de I'expérience apreés six jours, a I'aide de I'appareil IncuCyte® ZOOM (Essen
BioScience Inc., Ann Arbor, MI, USA). La confluence des cellules a été mesurée aux deux moments,
et le taux d’inhibition a été calculé en rapportant la confluence finale sur la confluence initiale,
relativement aux puits non traités. La synergie de type zero interaction potency (ZIP) entre les
deux inhibiteurs a été calculée a I'aide de I'application en ligne libre d’acces SynergyFinder (405).
Les zones rouges marquent les concentrations synergiques, et les zones vertes marquent les

concentrations antagonistes. Les essais de synergie ont été répétés 3 (B) ou 2 (C) fois.
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Figure 13—  Profil des genes différentiellement exprimés dans nos lignées dérivées.
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(A) La totalité des génes différentiellement exprimés pour chaque groupe de lignées résistantes
a été comparée; tous les génes au moins 50% surexprimés ou sous-exprimés ont été
comptabilisés et saisis dans le programme libre d’acces Venn Diagram (406). Les zones qui se
recoupent indiquent le nombre de génes communément affectés entre les lignées. (B) Heat map
comparative de I'expression des 500 genes les plus fortement sous-exprimés en moyenne dans
les lignées résistantes de TOV3041G (haut), de méme que des 100 genes les plus fortement
surexprimés dans les lignées résistantes d’OV1946 (bas). Les genes en bleu sont sous-exprimés et

les génes en rouge sont surexprimés, avec une intensité variable selon le degré d’expression.
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Figure 14 — Implication de la phosphorylation oxydative dans la résistance d’OV1946.

(A) Heat map de I'expression des genes de la voie KEGG de la phosphorylation oxydative dans les
lignées résistantes d’OV1946. Les génes en bleu sont sous-exprimés et les genes en rouge sont
surexprimés, avec une intensité variable selon le degré d’expression. (B) Les divers genes de la
voie KEGG de la phosphorylation oxydative. Les cases en rouge indiguent les génes surexprimés
dans toutes les trois lignées résistantes d’OV1946, et les cases en rose indiquent les genes
surexprimés dans au moins une des trois lignées. (C) Courbe de dose-réponse et ICso a rotenone,
un inhibiteur du complexe | de la mitochondrie, des lignées OV1946, OV19460r, et la lignée
épithéliale de I'ceil normale ARPE19. Les données représentent la viabilité relative des lignées
apres 6 jours de traitement, tel que mesuré par le changement de confluence. La croissance des
cellules a été évaluée a I'aide de I'appareil IncuCyte® ZOOM (Essen BioScience Inc.). Les valeurs
d’ICsp ont été calculées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA, USA). Cette expérience a été effectuée une seule fois.
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Figure 15— Implication de PARP14 dans la résistance de TOV3041G.

(A) L'expression du gene PARP14 a été comparée entre la lignée TOV3041G et ses trois lignées
dérivées résistantes. (B) L'expression de la protéine a été évaluée par Western blot pour la lignée
TOV3041G et ses trois lignées dérivées résistantes, en comparaison avec PARP1 et la beta-actine
comme contrdles. Cette expérience a été répétée trois fois. (C) Efficacité de notre siRNA anti-
PARP14 (siPARP14), en comparaison avec un siRNA Scramble (siScr) non spécifique. Les siRNA ont
été transfectés dans nos cellules par électroporation a I'aide de I'appareil Amaxa® Nucleofector®
Device 11/2B et le kit de transfection Cell Line Nucleofector™ Kit (Lonza Group, Basel, Suisse),
suivant le protocole fourni, en utilisant le programme de transfection T-030. Cette expérience a
été effectuée une seule fois. (D) Courbes de réponse représentant la confluence relative de
TOV3041Gor suivant le traitement avec un siRNA anti-PARP14 combiné avec 2.5 uM d’olaparib
(courbe bleue), avec comme controles le siRNA anti-PARP14 seul (courbe verte), un siRNA non
spécifique seul (courbe noire), et un siRNA non spécifique en combinaison avec olaparib (courbe
rouge). La lignée a été transfectée puis ensemencée dans une plaque 96 puits, et traitée 24h plus
tard. La confluence a été mesurée par I'appareil I'lncuCyte® ZOOM (Essen BioScience Inc.). Cette

expérience a été effectuée deux fois.
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Figure 16 —  Profil des voies de réparation de I’ADN de lignées résistantes.

(A-B) Heat map et représentation schématique des génes des voies KEGG de réparation de I’ADN
sur- ou sous-exprimés d’au moins 50% dans les lignées résistantes. Les genes en rouge sont
surexprimés, et les genes en bleu sont sous-exprimés. HR : recombinaison homologue. FA : voie
de I'anémie de Fanconi. (C) Nombre de foci RAD51 formés 2 heures apres irradiation a 8 Gy, relatif
au contréle non irradié. Cette expérience a été répétée 2 fois. (D-E) Proportion de cellules
fluorescentes suite a la transfection de systemes de plasmide inductibles de plasmide DR-GFP ou
EJ5-GFP (382). Les cellules ont été transfectées a I'aide de I'appareil Amaxa® Nucleofector® Device
11/2B et le kit de transfection Cell Line Nucleofector™ Kit (Lonza Group), en utilisant le programme
X-005 (OV1946, TOV112D) ou T-030 (TOV3041G). Les cellules ont été incubées 24 heures apres

transfection, et le nombre de cellules fluorescentes, indicateur de la capacité d’une lignée a
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réparer la cassure des plasmides DR-GFP (par HR) ou EJ5-GFP (par NHEJ) a été compté par tri
cellulaire a I'aide du cytométre en flux LSRFortessa™ Cell Analyzer (BD, Franklin Lakes, NJ, USA)
et du programme FlowJo (BD). (D) Le nombre de cellules ayant réparé le plasmide transfecté DR-
GFP (gauche; HR) ou EJ5-GFP (droite; NHEJ) est représenté comme pourcentage de cellules
fluorescentes sur le nombre de cellules triées. (E) Les schémas de cytométrie ont été illustrés pour
les lignées parentales, avec indication du pourcentage de cellules ayant réparé leur plasmide DR-
GFP (haut; HR) ou EJ5-GFP (bas; NHEJ). Le modéle TOV112D est ajouté comme référence en tant

gue lignée compétente pour la réparation de son ADN via les deux voies analysées.
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