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Résumé

Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est un sous-type de cancer du sein trés agressif et
dépourvu de surexpression des récepteurs hormonaux et de HER2. Les tumeurs mutantes
BRCA1 et BRCA2 constituent 15 a 20% des CSTN et récemment un groupe d’agent
thérapeutique ciblé prometteur a vu le jour pour ce type de cancers. En effet, les
inhibiteurs de PARP (PARPi) ont démontré une amélioration de la survie sans maladie a
distance chez les patientes atteintes d'un cancer du sein précoce avec mutation BRCA1/2
HER2 négatif, suggérant que les PARPis peuvent éliminer la maladie micrométastatique.
Cependant, des réponses plus durables seront probablement obtenues si les PARPis sont
utilisés en combinaison, comme avec un autre agent endommageant I'ADN tout comme
le carboplatine. De plus, il est plausible que I'efficacité puisse étre améliorée et la toxicité
diminuée si un PARPi puissant comme le talazoparib est administré en utilisant une
approche séquentielle. Ici, nous avons évalué l'impact des stratégies de dosage
concomitantes et séquentielles dans des lignées cellulaires du CSTN et trois modeéles de
souris de xénogreffe orthotopique. Alors que la combinaison simultanée ou séquentielle
ont inhibé les volumes tumoraux primaires de la méme maniére, la combinaison
séquentielle a diminué la migration, I'invasion, les métastases a distance et a été associée
a moins de toxicité. Par conséquent, ces combinaisons du talazoparib et du carboplatine
devraient étre considérées dans les futurs essais cliniques comme une approche efficace
pour inhiber la maladie micrométastatique et potentiellement diminuer I'utilisation de la

chimiothérapie chez ces patients.

Mots-clés: cancer du sein, cancer du sein triple-négatif, inhibiteur de PARP,
chimiothérapie, carboplatine, talazoparib, métastases, toxicité, combinaison de
traitements, chimiokines, migration.






Abstract

The triple-negative breast cancer (TNBC) is a very aggressive breast cancer subtype that
lacks overexpression of hormone receptors and HER2. BRCA1 and BRCA2 mutant tumors
constitute 15-20% of TNBC and recently, a family of promising targeted therapeutic
agents has emerged for this type of cancer. Indeed, PARP inhibitors (PARPi) have been
shown to improve distant disease-free survival in patients with HER2-negative BRCA1/2
mutation early breast cancer, suggesting that PARPis can eliminate micrometastatic
disease. However, durable responses are likely to be obtained if PARPis are used in
combination, such as with another DNA damaging agent like carboplatin. Additionally, it
is plausible that efficacy may be enhanced and toxicity decreased if a potent PARPi such
as talazoparib is administered using a sequential approach. Here, we evaluated the impact
of the concomitant and sequential dosing strategies in TNBC cell lines and three
orthotopic xenograft mouse models. While the simultaneous or sequential combination
inhibited primary tumor volumes to a similar extent, the sequential combination
decreased migration, invasion, distant metastasis, and was associated with less toxicity.
Therefore, the sequential combination of talazoparib and carboplatin should be
considered in future clinical trials as an effective approach to inhibit micrometastatic

disease and potentially decrease the use of chemotherapy in these patients.

Keywords: breast cancer, triple-negative breast cancer, PARP inhibitor, chemotherapy,
carboplatin, talazoparib, metastasis, toxicity, combination of treatments, chemokines,
migration.
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Chapitre 1 - Introduction

1.1 Le cancer et son développement

Le cancer demeure la principale cause de décés au Canada. Prés de 1 Canadien sur 2
développera un cancer au cours de sa vie et environ 1 personne sur 4 en mourra (5). Cela
dit, la probabilité de développer un cancer repose sur de nombreux facteurs et varie selon
le type et les facteurs génétiques endogenes (5). En 2000, Hanahan et Weinberg ont
caractérisé le cancer en 6 catégories selon sa complexité biologique et qui ensembles,
forment le principe fondamental de cette transformation maligne : I'autosuffisance en
signaux de croissance, l'insensibilité aux signaux anti-croissance, évitement de I'apoptose,
le potentiel réplicatif illimité, I'angiogenése soutenue, l'invasion tissulaire et donc, les
métastases (6). Par la suite, au cours de la derniére décennie, de grands progrés ont été
réalisés, conduisant a une meilleure compréhension de ses caractéristiques, et a des
modifications et ajouts au concept original (7). En effet, deux caractéristiques ont été
ajoutées : la reprogrammation du métabolisme énergétique et I'évitement de la réponse
immunitaire, et deux traits habilitants : l'instabilité et la mutation du génome, et
I'inflammation favorisant la tumeur (7). Ainsi, il existe plus d'une centaine de types
distincts de cancers, dont le comportement et la réponse aux traitements peuvent

considérablement varier (8, 9).

1.2 Le cancer du sein

1.2.1 Epidémiologie et étiologie

Le cancer du sein est la deuxiéme cause de déces chez les femmes canadiennes aprés
celui du poumon. En effet, le cancer du sein représente dans le monde entier 25 % de
tous les cas de cancers (5, 10, 11). Selon la Société canadienne du cancer, 88% des femmes
survivent en moyenne 5 ans apres avoir été diagnostiquées avec la maladie (12). Dans un

passé récent, le taux de mortalité a diminué de 40 % entre les années 1980 et 2020 en
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raison a la fois d'une augmentation du dépistage de mammographies conduisant a une
détection précoce lorsque la maladie est la plus traitable, et 'avénement de traitements
plus efficaces (12). Cependant, le nombre de cas reste tres élevé et au Canada, en 2022,
il est estimé par la Société Canadienne du Cancer que 28 600 Canadiennes recevront un
diagnostic de cancer du sein, représentant 25% de tous les nouveaux cas de cancer chez

les femmes dans cette méme année (12).

1.2.2 Facteurs de risque

Il existe de nombreux facteurs de risque prédisposant associés a I'incidence de la maladie
incluant des facteurs démographiques, métaboliques, de risques hormonaux,
environnementaux, liés au mode de vie et héréditaires (13). Tout d’abord, le cancer du
sein touche principalement les femmes agées de plus de 50 ans, car il existe une
corrélation positive entre le cancer du sein et I’age (14). De plus, le nombre total de
cancers devrait augmenter de 45 % entre 2010 et 2030, principalement en raison du
nombre croissant de personnes agées (15). En effet, d'ici 2030, il est estimé que 70 % de
tous les cancers surviendront chez les adultes agés de > 65 ans (15). Outre I'age, plusieurs
autres facteurs accroissent le risque de développer un cancer du sein, notamment la
consommation a l'alcool, le tabagisme, la prise de poids, les menstruations précoces et la
ménopause tardive (16-18). Cela s’explique du fait que les cellules sont exposées aux
cestrogenes et a d'autres hormones pendant une plus courte période et cela diminue
donc les risques de cancer du sein (13). |l existe aussi certains facteurs héréditaires ou
génétiques qui accroissent les risques. En effet, environ 10% a 30% des cas de cancer du
sein sont étroitement associés a des facteurs héréditaires. Cependant, seulement 5% a
10% des cas sont identifiés avec une forte composante héréditaire et que seule une petite
fraction de ces cas (4% a 5%) s’explique par des mutations des génes a haute pénétrance
transmises de maniére autosomique dominante (19-21). Les genes les plus souvent
impliqués ont des roles importants dans la réparation des dommages a I’ADN tout comme
BRCA1, BRCA2 (BReast CAncer gene 1 et 2), p53, RAD51C, RAD51D, STK11, CDH1, PALB2,

PTEN et CHEK2. De plus, des mutations germinales de ces génes ont été associées au
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cancer du sein, avec le plus commun des mutations dans les génes BRCA1/2 (BRCA1 ou
BRCA2). En effet, les mutations germinales BRCA1/2 sont la cause la plus fréquente de

cancer héréditaire du sein (22).

1.2.3 Développement et types

Le cancer du sein se développe dans la glande mammaire qui est la structure fonctionnelle
du sein féminin. Chez les femmes adultes, chaque glande mammaire est composée d’un
systeme de ramifications canalaire-lobulaire (23). Les lobules du sein humain sont
organisés en plusieurs lobes qui eux sont drainés par des conduits collecteurs qui
convergent au niveau du mamelon (23). De plus, chaque lobule est constitué d’alvéoles
formant les unités sécrétoires fonctionnelles de la glande mammaire ce qui forme I'unité
terminale ductulo-lobulaire (TDLU) et, il a été vu que la plupart des cancers du sein se
forment dans le TDLU (23). La progression tumorale peut se produire par étapes
commencant par I'hyperplasie canalaire atypique, le carcinome canalaire in situ (CCIS), la
pénétration ultérieure de la membrane basale (micro-invasion) et finalement la formation

d'un adénocarcinome invasif du sein (24).

Pré-cancers

Le CCIS est caractérisé par la prolifération de cellules épithéliales malignes dans le
systéme canalaire mammaire et il est le type le plus courant de cancer du sein non
infiltrant se trouvant dans les canaux. Il est considéré comme le stade 0 ou aussi nommé
phase pré-cancer (25). Dans ce stade de pré-cancer, les cellules cancéreuses ne sont
présentes que dans le revétement du canal mammaire et ne se sont pas propagées hors
du canal jusqu’aux tissus mammaires voisins ou a d’autres organes (25). Un autre type
non infiltrant se trouvant dans les lobules est le carcinome lobulaire in situ (LCIS) qui lui,
n’est pas considérer comme un pré-cancer, mais plutét comme un facteur de risque de
développer un carcinome invasif (26, 27). Effectivement, le LCIS est une accumulation de
cellules anormales dans les lobules, mais qui ne se propageront pas en dehors de ceux-ci

(25).
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Cancers invasifs

Pour ce qui est des cancers du sein invasifs ou infiltrants, ils commencent dans les canaux
ou lobules du sein puis, les cellules traversent le conduit et la paroi lobulaire pour envahir
les tissus adipeux et conjonctifs environnants du sein (28). Ces types de cancers sont
différenciés en fonction de sous-types histologiques. En effet, les carcinomes invasifs
comprennent les carcinomes canalaires invasif (CCl), les carcinomes lobulaires invasifs
(CLI), mucineux (colloides), tubulaires, médullaires et papillaires. Le CCl qui se développe
a partir des canaux représente 70 a 80 % de toutes les |ésions invasives, ce qui en fait le

sous-type le plus courant (29).

1.2.4 Classification et stades
1.2.4.1 Classification

Le type de classification mentionné plus haut reposant sur I’histologie, bien qu’utilisée
depuis plusieurs décennies, ne tiens pas compte des caractéristiques moléculaires.
Cependant, le cancer du sein est une maladie hétérogene avec des différences
moléculaires, cellulaires et pathologiques considérables entre les tumeurs qui
surviennent chez les patientes individuelles, ainsi qu'au niveau intra-tumoral au sein
d'une méme tumeur. Ainsi, un autre systéme de classification a émergé, basé sur des
détections de marqueurs moléculaires par immunohistochimie (IHC); le récepteur des
cestrogénes (ER), le récepteur de la progestérone (PR) et le récepteur 2 du facteur de
croissance épidermique humain (HER2) (30). En effet, la grande majorité des tumeurs du
sein présentent une coloration nucléaire positive pour ces marqueurs. Plus précisément,
ER et PR ont une coloration nucléaire tandis que HER2 a tendance a avoir une coloration
membranaire. Ainsi, ces marqueurs moléculaires permettant d’aider en guidant les

décisions cliniques et en adoptant le schéma thérapeutique approprié (29, 31).

Une autre facon de classer le cancer du sein est basée sur le profilage de I'expression
génique dans lequel le regroupement hiérarchique a identifié 5 sous-groupes distincts :

De type normal, luminal A, luminal B, sur transmet HER2 et basal (32).
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Cancer du sein de type normal breast-like : Ce sous-groupe est caractérisé par une forte
expression des génes épithéliaux basaux, une faible expression des marqueurs épithéliaux
luminaux et des genes spécifiques du tissu adipeux (33). La classification moléculaire des

sous-types de ce groupe reste partiellement comprise et sujette a débats (34).

Cancer du sein de type luminal : Les sous-groupes luminal A et luminal B sont définis par
leur forte expression ER et PR. Le type luminal A est plus fréquent que le sous-groupe
luminal B, et est associé a de meilleurs pronostics (32). En effet, les cancers appartenant
au sous-groupe luminal B ont tendance a avoir un taux de récidive plus élevé et des taux
de survie plus faibles que les cancers du sein luminal A (32). Aussi, en comparaison aux
tumeurs de type luminal A, les types luminal B sont enrichis en genes de prolifération tels
que v-MYB, GGH, LAPTMB4, NSEP1 et CCNE1 (35). De plus, les tumeurs luminal B
présentent un indice de prolifération Ki67 plus élevé (32, 35-37). Finalement, par rapport
aux autres sous-types, les cancers du sein de sous-type luminal A sont associés a de bons
résultats cliniques, car ils répondent généralement aux traitements endocriniens tels que
les anti-cestrogénes (tamoxiféne et fulvestrant) ou les inhibiteurs de I'aromatase

(létrozole, anastrozole et exémestane) (38).

Cancer du sein enrichi en HER2 : Ces tumeurs sont généralement négatives pour ER et PR
alors gu’elles surexpriment le récepteur HER2 (39). Elles sont de plus associées a
I'amplification et a la surexpression du récepteur tyrosine kinase (RTK) HER2/ErbB2/Neu
et sont présentes dans environ 20 a 30 % des tumeurs mammaires (40). Ces types de
cancers du sein sont associés a des tumeurs plus agressives et métastatiques, ce qui
entraine des taux de survie globale significativement plus faibles et un délai de rechute
plus court (41). Les thérapies ciblées actuellement approuvées contre HER2
comprennent : le trastuzumab, le lapatinib, le pertuzumab, I'ado-trastuzumab emtansine

(T-DM1), le deruxtecan et le tucatinib (41-44).
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Cancer du sein de type basal: Les tumeurs de type basal démontrent des profils
d'expression de la cytokératine qui ressemblent aux cellules basales/myoépithéliales du
sein normal (45-47). Le cancer du sein de type basal est similaire au cancer du sein triple
négatif (CSTN) car la majorité des tumeurs de ce sous-type moléculaire n'expriment pas
les récepteurs hormonaux (RH) et ne surexpriment pas et/ou n'amplifient pas HER2 (45).
Cependant, toutes les tumeurs CSTN ne sont pas toutes identifiées comme basales par
expression génique, et toutes les tumeurs basales ne sont pas toutes CSTN (48).
Cliniqguement, ce sous-type de cancer du sein est considéré comme ayant une forte
incidence de métastases, un haut indice de prolifération et un faible taux de survie (47,

49).

Cancer du sein de type « faible en claudine » : Ce dernier sous-groupe identifié en 2007
est de plus en plus discuté. Il se caractérise par une faible expression des genes impliqués
dans les jonctions serrées et I'adhésion intercellulaire, y compris la protéine claudine,
d’ol le nom de faible en claudine (32, 48). Ce sous-type est situé dans le regroupement
hiérarchique prés des tumeurs de type basal, mais exprime peu Ki-67 et répond moins

bien a la chimiothérapie (32, 48).

Voici un tableau résumé de ces sous-types moléculaires du cancer du sein fondés sur
I'expression de certains récepteurs/biomarqueurs, leur grade histologique et leur valeur

pronostique (Tableau 1).
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Tableau 1. Tendances au grade histologique

Bas Intermédiaire
+ + - Bas Excellent
+/- +/- | -/+ Intermédiaire Intermédiaire/faible
- - + Haut Faible
- - - Haut Faible

ER : récepteur d’cestrogeénes; PR : récepteur de la progestérone; HER2 : le récepteur 2 du facteur
de croissance épidermique humain, +: positif; - : négatif; +/-: parfois positif; -/+: rarement
positif. Tableau adapté de Eroles et al, 2012 (32).

1.2.4.2 Stades

La stadification du cancer du sein permet d’évaluer I'’étendue du cancer lors du diagnostic
ou suite a la chirurgie. Selon I’American Joint Committe on Cancer (AJCC), le cancer du
sein se hiérarchise en fonction du systeme TNM (Tumor Node Metastasis) pour évaluer
le statut de tumeur, ganglion, métastase (50). C’est un systéme international classant le
stade du cancer et permettant ainsi de déterminer le pronostic et d’orienter la prise en
charge des patientes (50). Le classement est effectué selon la taille de la tumeur (T), le
nombre et la localisation des ganglions lymphatiques impliqués (N) et la présence de
|ésions métastatiques (M) (51). Pour aller plus en détail, chacune de ces catégories est
divisée en sous-catégories telles que TX signifie que la tumeur ne peut pas étre évaluée
et TO, qu’il n’y a aucune preuve de la tumeur primitive. T1, T2, T3 et T4 sont basés sur la
taille de la tumeur avec T4 étant la mesure ou la tumeur envabhit la paroi thoracique ou la
peau (52). De méme pour la catégorie N ou NO signifiant que les ganglions lymphatiques

voisins ne contiennent pas de cancer, et N1, N2, N3 qui sont basés sur le nombre de
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ganglions lymphatiques impliqués avec N3 étant la catégorie ou I'étendue de I'atteinte
des ganglions lymphatiques se produit au niveau régional, comme autour des clavicules
(52). Finalement, pour la derniéere catégorie concernant les métastases, MO qu’il n’y a pas

de métastase a distance et M1 signifiant qu’une métastase a distance est présente (52).

Cependant, en 2018, I’AJCC a mis a jour le systtme TNM pour inclure le grade de la
tumeur, le statut ER, PR, HER2 et le score Oncotype DX (53). Le score Oncotype DX est un
test génomique examinant I'expression de 21 genes (16 du cancer du sein et 5 génes de
référence) et utilisé chez les patientes RH-positifs et HER2-négatifs. Par la suite, un
algorithme est utilisé pour calculer un score de récidive (RS) sur une échelle de 0 a 100
afin de déterminer le risque de rechute a distance (54). Ce test est utilisé pour aider a
déterminer quelles patientes bénéficieront de la chimiothérapie par rapport a ceux qui

ne nécessitent qu'un traitement anti-hormonal (54).

1.2.5 Instabilités génomiques et cancers

Une caractéristique commune a tous les cancers est l'instabilité génomique (55). La
structure de I’ADN est constamment sujette a des altérations d’origines endogénes, mais
aussi exogénes (56). Ces « attaques » a I’ADN endogénes proviennent fréquemment du
métabolisme cellulaire et de l'instabilité biochimique des métabolites et composés
endogenes. Elles surviennent de fagcon non négligeable et ont des conséquences directes
ou indirectes sur la vie cellulaire des mammiféres. En revanche, les attaques d’origines
exogénes sont la principale source génératrice de lésions a ’ADN. A noter que chacune
des cellules du corps humain recoit des dizaines de milliers de lésions d'ADN par jour (57).
Les lésions nocives comprennent les rayonnements ultraviolets (UV), les produits
chimiques cancérogenes et les médicaments de chimiothérapie pouvant endommager les
cellules saines. Certaines de ces lésions peuvent exposer I'ADN a des mutations
génétiques, a une instabilité génomique, a des dommages ou méme la mort cellulaire

(58). Etant donné que les PARPs jouent un grand réle dans les voies de réparation de
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I’ADN, il est nécessaire de bien assimiler les dommages a I’ADN ainsi que leurs réparations

afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des inhibiteurs de PARP.

De maniere générale, il existe cinq grandes catégories de dommages a 'ADN. Il y a les
cassures de I'ADN simple- brin (SSB), double-brins (DSB), les adduits a I'ADN, les
mésappariements de bases et I'alkylation de base (Figure 1). Lors de la rupture de la
liaison phosphodiester entre deux résidus désoxyribose adjacents au sein de I’ADN, cela
crée des SSB. Ces cassures sont plus courantes et moins délétéres que les DSB (59, 60).
Par aprées, dans I’ADN, peuvent se former des adduits volumineux qui crée alors des
obstacles dans les processus de transcriptions et de réplication de I’ADN, pouvant mener
a l'arrét du cycle cellulaire et puis la mort (61). Les mésappariements se produisent
lorsqu’il y a une conversion d’'une base pour une autre (61). Par exemple, si l'uracile
s'apparie avec I'adénine plutét qu’avec la guanine, cela crée un mésappariement, car au
prochain cycle de réplication de I'ADN, cela se traduira par une substitution d'une paire
cytosine/guanine avec une paire adénine/thymine. Suite a cela, les substitutions de bases
meénent en |'altération de la protéine résultante (59). Finalement, I'alkylation de bases
entraine un appariement anormal de celles-ci ainsi que leurs excisions conduisant ainsi a
la rupture du brin (62). Le gaz moutarde fut un agent alkylant largement utilisé pendant
la Premiere et la Seconde Guerre mondiale et méme que certains des agents anti-

cancéreux les plus puissants agissent par alkylation de I'ADN (59).
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Mésappariement de bases

Cassure Cassure Adduit a Alkylation de
simple-brin double-brin I’ADN base
" u.é l l

1 . 1 1

Réparation par excision Inversion directe

i . Réparation -
Réparation par double-brin de nucléotides
excision de base [ 1 Réparation des
Recombinaison Jonction d’extrémités mésappariements
homologue non homologues l
s B
Protéines PARP1 BRCA1 CHEK1 KU70/80 ERCC4 MSH2 MGMT
T XRCC1 BRCA2 CHEK2 DNA-PK ERCC1 MLH1
Impliquees | Gase 3 PALB2 RADS51
J
Xeroderma
Types de Sein, ovaires et pancréas e Colorectal Glioblastome
tumeurs pig

J

Figure 1. Les différents mécanismes de réparation de I’ADN. L’ADN est constamment
exposé a une série d’agressions causant des lésions tout comme des cassures simple brin (SSB),
double brin (DSB), des adduits a ’ADN, des mésappariements de bases et aussi I'alkylation de
base. Ainsi, le choix du mécanisme de réparation est défini par le type de Iésion, mais aussi par
d’autres facteurs tels que le stade du cycle cellulaire. Les protéines clés impliquées dans chaque
mécanisme de réparation ainsi que les types de tumeurs caractérisés par ceux-ci sont aussi
représentés. Figure adapté de Lord et Ashworth, 2012 (63).

Une caractéristique fondamentale du cancer est l'instabilité génomique (64). Ainsi,
lorsque les dommages a I’ADN sont médiocrement réparés, cela entraine de nombreux
effets, dont I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs ou l'activation anormale
d’oncogenes, ce qui peut engendrer a long terme, le développement de cancers (65). Un
bon exemple est le facteur de transcription p53 qui est codé par le géne TP53. Quand ce
géne est inactivé, cela entraine l'invasion, la prolifération et la survie cellulaire, facilitant
ainsi la progression du cancer et des métastases (66). Ainsi, pour faire face au stress
génotoxique causé a la fois par les agents endogenes et exogénes, les organismes activent
des voies cellulaires reconnaissant et réparant des types spécifiques de dommages. Ces
voies appelées les voies de réponse aux dommages de I’ADN sont nombreuses et jouent

un role central dans le maintien de l'intégrité du génome (Tableau 2). Ces mécanismes
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impliquent les processus de réparation de I'ADN, les systémes qui les régulant ainsi que
les systémes qui intégrent la réparation des dommages a I'ADN avec le cycle cellulaire (1).
Les principaux mécanismes de réparation de I’ADN sont les suivants : la recombinaison
homologue (HR), la jonction d'extrémités non homologues (NHEJ), la réparation par
excision de bases (BER), l'excision de nucléotides (NER), la réparation des

mésappariements (MMR) et I'inversion directe (DR) (Tableau 2 et figure 1) (67).
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Tableau 4. Voies impliquées dans la réponse aux dommages a I'ADN ainsi que leurs fonctions et le nombre de
geénes associés a chaque voie. Ce tableau est divisé en voies classiques de réparation de I'ADN et en voies associées. DSB,
cassure double brin de I'ADN ; SSB, rupture d'ADN simple brin ; UV, ultraviolet. Tableau adapté de Pearl et al, 2015 (1).

" , . p . Geénes )
Voie de réparation Type de réparation | . ., Fonction
impliqués
Voies de réparation de I'ADN de base
Voie de I'anémie de Fanconi (FA) ADN double brin 36 Responsable de la réparation des réticulations inter-brins.
Les extrémités cassées d'un DSB sont éliminées pour permettre I'invasion des brins simples dans une
Recombinaison homologue (HR) ADN double brin 52 chromatide sceur, qui fonctionne comme un modeéle pour une resynthése précise de I'ADN endommagé
afin de faciliter un la réparation sans erreur.
- ; P
Vol ehaiiiliizn e ADN double brin 27 La NHEJ vient lier les DSB et ne nécessite pas de brin modéle pour faciliter la réparation.
homologues (NHEJ)
Réparation par excision de bases ADN simole brin 2 Les ADN glycosylases et endonucléases excisent les bases endommagées et les sucres pour former des SSB.
(BER) P Des ADN polymérases et des ADN ligases sont ensuite utilisées pour remplir et ligaturer le brin cassé.
Réparation ou inversion directe . . Ce groupe de protéines réparent directement les bases d'ADN endommagées. Il existe trois types courants
ADN simple brin 3 - P A X . P . K
(DR) de lésions réparées : la 06-méthylguanine, la 1-méthyladénine et la 3-méthylcytosine.
Réparation des mésappariements . . Cette réparation corrige les erreurs de réplication qui provoquent l'incorporation du mauvais nucléotide
ADN simple brin 27 . . . . P
(MMR) (un décalage) et les insertions et suppressions de nucléotides.
Réparation par excision de . . Cette réparation élimine les adduits volumineux et déformant I'hélice sur I'ADN : par exemple, ceux causés
o ADN simple brin 66
nucléotides (NER) par les rayons UV et le tabac.
" o Des ADN polymér T écialisé nt recruté r synthétiser I'ADN sur les si ndommagé
Synthese translésionnelle (TLS) / 19 es polymérases TLS spécialisées so t recrutées pour synt etlsel ADN sur les sites endommagés
empéchant ainsi le blocage des fourches de réplication.
Voies associées
Rkl (dceRI)a Sl 29 Le remodelage de la chromatine permet un accés dynamique a I'ADN104.
Les téloméres sont responsables de la protection des extrémités des chromosomes. Une structure de
Maintenance des téloméres (TM) 28 coiffage empéche les extrémités exposées de I'ADN d'étre réparées et empéche la fusion des extrémités
autrement exposées de différents chromosomes.
Facteurs de point de contréle 54 Les facteurs de point de contrdle sont nécessaires pour laisser le temps de réparation afin d'empécher que
(CPF) les dommages a I'ADN ne soient rendus permanents par la réplication et la mitose.
De nombreuses formes de modification post-traduction des protéines sont nécessaires, y compris la
Réponse & Pubiquitine (UR) 29 ) pho.sphorylatlor) etl ublqultylajtlon. L ublgultYIatl?n est utlllslee po%lr cibler les pr?telnes pour’I.a
dégradation du protéasome et est également impliquée dans la régulation de la fonction des protéines et
dans la médiation d'assemblages complexes.
Voie p53 (p53) 9 Inclusion de génes dans la voie de I'apoptose p53 |mpI|qu§es’dans la médiation des processus de réparation
des dommages a '’ADN.
Ségrégation de chromosomes 16 La HR dépend de la chromatide sceur et travaille en partenariat avec la machinerie de cohésion

(CS)

chromosomique pour s'assurer que les défauts sont réparés avant que la mitose n'ait lieu.

La MMR est responsable de reconnaitre et d'éliminer les mésappariements base-base et

les mésappariements d'insertion/délétion générés lors de la réplication et de la

recombinaison de I'ADN (68). Une fois qu'un mésappariement a été détecté, la

machinerie MMR doit étre capable de faire la distinction entre le brin d'ADN parental,

contenant le code génétique d'origine et le brin fille nouvellement synthétisé, contenant

la mauvaise base. Suite a la détection du mésappariement et a I'identification du brin fille,

une exonucléase est recrutée qui dégrade une partie du brin d'ADN contenant le
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mésappariement. La partie manquante du brin fille peut ensuite étre polymérisée et

ligaturée (69).

Les fonctions de réparation qui suivent sont différentes de la voie MMR, car les enzymes
du MMR sont axées sur la détection de nucléotides de structure normale qui ont été
incorporés aux mauvaises positions, tandis que les mécanismes de réparation qui seront
discutés détectent les nucléotides de structure chimique anormale (24). La voie de
réparation par BER corrige les petites lésions de base causant peu de distorsion a la
structure de I’ADN (70, 71). Cette voie supprime les bases qui ont été endommagées par
alkylation, oxydation, désamination ou dépurination/dépyrimidination, et remplit I'écart
résultant avec des nucléotides non endommagés (72). BER est initié par la reconnaissance
et le clivage d'une base endommagée par une ADN glycosylase. Le clivage de la liaison N-
glycosidique entre la base endommagée et le désoxyribose sucre attaché a la molécule
crée un site abasique, qui est ensuite supprimé complétement de la molécule d'ADN
apreés clivage du squelette d'ADN sur I'un ou l'autre c6té du site endommagé (72). Une
fois qu’une ADN polymérase a rempli le site abasique avec un nucléotide non
endommagé, des enzymes ligases catalysent la formation de nouvelles liaisons dans le

squelette de I'ADN pour sceller I'écart (72).

En contraste, la réparation par NER va venir réparer les Iésions volumineuses de I'ADN
causées par des agents exogenes tels que les photons UV et des cancérigenes chimiques,
tels que les agents alkylants (24, 73). Les principaux types de Iésions éliminées via cette
voie sont des adduits au sein de la structure en double hélice de ’ADN interférant avec la
réplication et la transcription (74). Deux types principales de NER ont été décrits: 1) la
réparation couplée a la transcription, qui reconnatit les lésions lorsqu'une enzyme ARN
polymérase se bloque pendant la transcription d'un géne actif; 2) la réparation
génomique globale, qui ne repose pas sur I'ARN polymérase pour la reconnaissance des
dommages et peut donc détecter des lésions déformant I'hélice dans tout le génome,

qguel que soit le statut transcriptionnel (75). Bien que ces deux voies détectent les lésions
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en utilisant des mécanismes différents, leur processus NER reste similaire résultant en la
synthése d’un troncon de remplacement de nucléotides permettant de combler le vide

consécutif (76).

En général, les cassures SSB de I'ADN sont plus fréquentes et moins toxiques pour la
cellule que les DSB. Cependant, lorsqu’une cassure SSB persiste trop longtemps, elle
conduit invariablement a une cassure DSB (72). Ces types de cassures sont souvent
considérées comme les |ésions avec le plus grand potentiel de conséquences déléteres en
aval, car les DSB conduisent a I'activation d'une réponse régulatrice complexe qui affecte
une variété d'événements cellulaires, y compris le contréle du cycle cellulaire, I'apoptose,
la transcription, la réplication de I'ADN et le maintien des télomeres (77, 78). Les DSB se
présentent en grande partie comme le résultat d'agents exogenes tels que les
rayonnements ionisants et certains médicaments chimiothérapeutiques, d'espéces
réactives de I'oxygéne (ROS) générées de maniere endogene et d'un stress mécanique sur
les chromosomes. lls peuvent également étre produits lorsque les fourches de réplication

de I'ADN rencontrent des cassures simple brin d'ADN ou d'autres types de lésions (78).

Les voies HR et NHEJ sont toutes les deux des principaux mécanismes responsables de la
réparation des DSB. Lorsqu’un DSB est généré, il peut étre réparé par la voie RH par
ablation de I'un des deux brins d’ADN endommagé a chacun des extrémités par une
exonucléase, résultant en un ADN simple brin qui va venir envahir la chromatide sceur
intacte (24, 79). Ce processus génere des régions d'ADN hétéroduplex comprenant des
brins d'ADN provenant de différentes chromatides sceurs. Par aprés les brins d’ADN
simple brin de la chromatide endommagées sont allongée dans une direction 5’ — 3’ par
une ADN polymérase en utilisant comme matrice les brins de I’ADN de la chromatide sceur
(24). Les brins d’ADN simple brin allongés sont ensuite libérés puis amenés a s’apparier
I'un a l'autre ce qui permet ainsi I'allongement supplémentaire par une ADN polymérase
et une ligase, qui ensemble, vont reconstruire une double hélice possédant des séquences

d'ADN de type sauvage (24).
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En raison de sa complexité, de sa dépendance vis-a-vis de ses composants et de son réle
crucial dans le maintien de l'intégrité du génome, la voie HR est sans surprise
endommagée dans de nombreux cancers humains (80). En effet, |'altération des genes
impliqués dans la HR est répandue parmi de nombreux types de cancers, en particulier
les cancers du sein, de I'ovaire et du pancréas (81). Plusieurs protéines sont impliquées
dans la voie HR, notamment BRCA1/2, RAD51, CHEK2 et PALB2 (82). BRCA1 joue un réle
important dans la transcription de I'ADN en s’associant a un certain nombre de
régulateurs transcriptionnels, tandis que BRCA2 joue également un réle dans le processus
de réparation de I’ADN, mais est aussi important dans la ségrégation des chromosomes
au cours de la mitose et de la progression du cycle cellulaire (24, 83). BRCA1 et BRCA2
agissent comme des amas pour assembler d'autres protéines de réparation de I'ADN dans
de grands complexes physiques, ce qui facilite les DSB. De plus, la perte de différents
partenaires de BRCA1 affecte spécifiquement différentes phases de point de contréle du

cycle cellulaire (phase S et phase G2/M) en plus de la HR (24).

La réparation des DSB peut également se produire par un deuxieme mécanisme majeur,
la voie NHEJ. En effet, les cellules qui échouent a exécuter les étapes initiales de la HR et
qui donc recourent a la fusion de deux DSB, se termine par le processus de NHEJ (24).
Dans la NHEJ, des surplombs d’ADN simple brin sont générés suite a I'ablation de brins
simples des deux extrémités endommagées. Ces surplombs peuvent ensuite étre joints
les uns aux autres puis les lacunes a simple brin remplies (24). Par apres, la ligature de
toutes les ruptures d'ADN simple brin restantes entrainent la reconstruction d'une double
hélice dépourvue de certaines des paires de bases présentes dans I'hélice d'ADN non
endommagée d'origine (24). Des deux voies de réparation de DSB, NHEJ est la plus sujette
aux erreurs, car elle ne repose pas sur une séquence d'ADN homologue pour la réparation
et peut entrainer la perte de matériel génétique et parfois, des translocations

chromosomiques (78).

Finalement, I'inversion directe des dommages a I’ADN est la forme la plus simple de

réparation de I'ADN. Elle élimine certaines modifications de I'ADN et de I'ARN sans utiliser
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I'excision, la resynthese et la ligature (84). Ainsi, cette réparation est sans erreur et
préserve l'information génétique étant donné qu’elle ne nécessite pas de rupture du
squelette phosphodiester (84). L'inversion directe est principalement utilisée pour
corriger les dommages causés par les agents alkylants de sources exogénes ou endogenes
et réagissant avec I'ADN pour produire divers produits O-alkylés et N-alkylés.
L'élimination des dommages d'alkylation par inversion directe est réalisée par deux
principaux types de protéines : 06-méthylguanine-ADN méthyltransférases et ALKBH a-
cétoglutarate Fe(ll) dioxygénases (84). La méthyltransférase (MGMT) est une enzyme
essentielle utilisée dans l'inversion directe des dommages a I'ADN, O6-alkylguanine dans
notre corps. En effet, elle sauve les cellules tumorales des dommages induits par les

agents alkylants (85).

1.2.6 Les cancers métastatiques

La métastase tumorale est le processus par lequel les cellules cancéreuses se dispersent
a partir d’un site primaire et colonisent progressivement des organes distants (86). Dans
plus de 90 % des cas, la forme métastatique de la maladie représente la principale cause
de déces liée au cancer (86). Ainsi, cela constitue un obstacle important au traitement
efficace de la maladie. Dans le cas du cancer du sein, a I'autopsie, les principaux sites
métastatiques sont les poumons et les os (65 %), suivis du foie (60 %) et du cerveau (22 %)
(87). Certains facteurs de risques influencent les processus métastatiques du cancer du
sein dont la taille de la tumeur, le grade histologique et le statut des RH (88). De plus, la
fréquence des métastases spécifiques a un organe dépend aussi du sous-type moléculaire
du cancer du sein (88). Les cancers du sein qui sont HR-positifs ont tendance a former des
métastases dans les os, tandis que les CSTN ont tendance a former des métastases dans
le foie, les poumons et le cerveau (87). Le cancer du sein métastatique, comme tous les
cancers métastatiques, est incurable et est mortel dans la plupart des cas. Ainsi, bien que
de nombreuses avancées aient été réalisées dans le domaine de la recherche et le

développement de traitements en cancer du sein métastatique, le pronostic des patientes
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atteintes de ce type de cancer demeure restreint, avec une survie relative a 5 ans

d’environ 29% (89).

Cependant, bien que les métastases soient la principale cause d'échec de traitements du
cancer, elles restent mal comprises. Il a été démontré qu’un grand nombre de cellules
cancéreuses sont libérées quotidiennement dans la circulation chez les patientes
atteintes d’un cancer, mais que seulement <0,1% des cellules tumorales métastasent (90).
En effet, la cascade métastatique nécessite que les cellules cancéreuses quittent leur site
primaire, circulent dans la circulation sanguine, extravasent et proliferent au niveau du
site métastatique (90, 91). Ainsi, que tres peu de cellules tumorales survivent a travers

toutes ces étapes.

Etapes de la cascade métastatique

La cascade métastatique est traditionnellement considérée comme une série d'étapes
séquentielles et interdépendantes, chacune imposant une barriere qui doit étre
surmontée par les cellules cancéreuses afin de mener a bien le processus métastatique.
Cette progression peut étre divisée en plusieurs étapes, qui sont illustrées a la figure 2 :
1) les tumeurs primaires subissent des modifications génétiques et phénotypiques
permettant l'invasion des cellules tumorales a travers les tissus normaux environnants et
la barriére des vaisseaux sanguins, 2) la migration cellulaire et I'invasion locale a travers
la matrice extracellulaire dans le microenvironnement tumoral environnant, 3)
I'intravasation dans le systéme vasculaire, 4) la survie dans la circulation et le transit vers
les organes distants, 5) I'extravasation a travers la barriere endothéliale, du systéeme
vasculaire au tissu secondaire et 6) la colonisation d’un microenvironnement étranger

pour former des métastases (92).
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Figure 2. Schéma représentant les étapes essentielles de la cascade métastatique. Etape
1: les tumeurs primaires subissent des modifications génétiques et phénotypiques ; Etape 2 :
migration cellulaire et invasion locale ; Etape 3 : intravasation dans le systéme vasculaire ; Etape
4 : survie dans la circulation ; Etape 5 : extravasation a travers la barriére endothéliale et Etape 6
: Colonisation dans |'organe cible métastatique. Figure adaptée de Hapach et al, 2019 (92).

Hanahan et Weinberg précisent que « |'activation de l'invasion et des métastases » est
une caractéristique du cancer (7). En effet, I'étape de migration et d’invasion est trés
importante, car autre son role d’initiation de la cascade métastatique, I'invasion des
tissus voisins et I'ensemencement a des sites distants pour former des métastases restent
une caractéristique centrale de la malignité du cancer (91). La migration cellulaire est le
mouvement dirigé des cellules d'un endroit a un autre en réponse a des stimuli
intrinséques ou externes (93). Pour qu'une migration productive se produise, les cellules
doivent 1) interagir avec la matrice extracellulaire (ECM) dans le microenvironnement
immédiat, 2) remodeler le réseau de cytosquelette d'actine cellulaire et 3) générer des
forces de traction pour propulser le corps cellulaire vers I'avant (93). Ces derniéres étapes
sont possibles grace a I'angiogenése qui est un processus de recrutement de nouveaux
vaisseaux sanguins important pour la voie métastatique car ces vaisseaux constituent une
des voies par laquelle les cellules tumorales sortent du site primaire et entrent dans la

circulation (94).
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Il a été démontré que les cellules cancéreuses peuvent adopter différents modes de
migration cellulaire en fonction de la variété d'indices et du contexte
microenvironnemental qu'elles rencontrent. Ceux-ci incluent la  motilité
mésenchymateuse, la motilité amiboide et la migration cellulaire collective (95). La
migration mésenchymateuse aussi connue sous le nom de transition épithéliale-
mésenchymateuse (EMT), est considérée comme mécanisme clé dans la promotion des
métastases (96). En effet, I'EMT est un changement de phénotype des cellules épithéliales
aux cellules mésenchymateuses avec une acquisition d'une capacité migratoire accrue,
d'un caractére invasif, d'une résistance élevée a I'apoptose et d'une production accrue de

composants de la matrice extracellulaire (97).

Suite a la migration et I'invasion cellulaire, il y a I'intravasation, qui est I'entrée des cellules
tumorales dans le flux sanguin ou dans les vaisseaux lymphatiques (98). Les cellules
cancéreuses pénétrant dans les vaisseaux sanguins sont appelées cellules tumorales
circulantes (CTC), tandis que celles ayant survécu dans la circulation et ayant quittées la
tumeur primaire en se dirigeant vers le ou les sites secondaires de métastases sont
appelées cellules tumorales disséminées (DTC) (96). L'intravasation est un processus
complexe impliquant de nombreux facteurs intrinséques et extrinseques. Les facteurs
intrinseques des cellules tumorales comprennent I'EMT et la production de protéases. Les
facteurs extrinseques comprennent I'activité des neutrophiles, de fibroblastes (CAF) et de

macrophages (96).

Bien que peu de cellules cancéreuses atteignent la circulation, encore moins survivent
aux forces de cisaillement hémodynamiques, aux stress immunitaires et aux collisions de
globules rouges qu'elles rencontrent une fois sur place (92). Les cellules tumorales se
protegent du stress physique et de la surveillance immunitaire en sécrétant des
substances telles que la thrombine, la cathepsine B, un pro-coagulant anticancéreux et la
MMP-2/14 (métalloprotéinases matricielles 2 et 14), avec pour conséquence |'agrégation

des plaquettes autour des cellules tumorales, un processus connu sous le nom
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d'agrégation plaquettaire induite par les cellules tumorales. De plus, cette « enveloppe »

plaquettaire facilite I'extravasation et I'arrét au niveau de sites d'organes distants (99).

Les CTCs agrégés vont ensuite se lier a I'endothélium des vaisseaux de I'organe cible ou
peuvent méme les obstruer completement. Pour coloniser de nouveaux sites, les CTCs
doivent quitter la circulation, une étape décrite comme étant |'’extravasation. Ce
processus différe de I'intravasation, ou les cellules cancéreuses naviguent dans le stroma
modifié par la tumeur via des gradients chimiotactiques et durotactiques vers un systeme
vasculaire naissant (92). Ceci est réalisé par la sécrétion de facteurs qui induisent une
hyperperméabilité vasculaire comme les protéines angiopoiétine-like-4 (Angptl4) et
MMP-1/2 (100). La libération de cytokines dans la circulation systémique facilite aussi

I'extravasation des cellules cancéreuses dans les organes distants (96).

Apres l'extravasation, les cellules cancéreuses ont une derniére tache a accomplir : la
colonisation des sites secondaires. Pour ce faire, les CTCs doivent créer des conditions
spécifiques pour leurs survies. |l a été rapporté que la tumeur primaire libére des facteurs
de croissance dans la circulation et que ceux-ci conduisent a une régulation positive de
d’autres facteurs de croissance ainsi que certaines protéines inflammatoires au niveau
des futurs sites métastatiques favorisant ainsi I'étape de colonisation (101, 102). De plus,
les niches métastatiques possédent des types de cellules et une ECM compatibles pour la
survie et la croissance des cellules tumorales, y compris les niches périvasculaires, les
espaces autour des capillaires sanguins ou les cellules cancéreuses peuvent se développer
(92). Cependant, ce processus est considéré comme extrémement inefficace avec
seulement un pourcentage infime de CTCs se développant en Iésions (92). En effet, les
DTCs peuvent étre présentes dans la moelle osseuse des patientes avec un cancer
pendant des années, et pourtant seulement environ la moitié de ces patientes

développent des métastases manifestes (103).
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1.2.7 Roles des chimiokines dans les cancers

Les chimiokines sont des cytokines chimioattractantes qui sont des protéines de faible
poids moléculaire étant soit liées a la membrane cellulaire, soit sécrétées. Ces derniéres
jouent un réle fondamental dans un large éventail de processus physiologiques,
notamment I'embryogenése, |'hématopoiése et le développement du systeme
immunitaire (104). Initialement, les chimiokines étaient surtout appréciées pour leur
capacité a orchestrer les réponses immunitaires et a maintenir I'homéostasie du systeme
immunitaire. Par la suite, ces derniéres ont également été liées a des conditions
physiopathologiques telles que l'infection par le VIH, I'athérosclérose, les maladies auto-

immunes, le développement de cancers et les métastases.

Dans le génome humain, la majorité des genes de chimiokines sont situés dans deux
régions chromosomiques, formant ainsi deux grands groupes de geénes, le groupe de
chimiokines CXC (chromosome 4) et le groupe de chimiokines CC (chromosome 17) (104,
105). Sur le plan fonctionnel, les chimiokines peuvent étre classées en deux groupes
distincts : les chimiokines homéostatiques et inflammatoires. Les chimiokines
homéostatiques telles que CCL19, CCL20, CCL21, CCL25, CCL27, CXCL12 et CXCL13 sont
exprimées de maniere constitutive et sont responsables du développement et du
maintien du systéme immunitaire. Les chimiokines inflammatoires elles, sont inductibles
en réponse a des lésions tissulaires ou a une infection et jouent un réle crucial dans la
réponse inflammatoire, attirant les cellules immunitaires vers le site de I'inflammation
(105). Quelques exemples de chimiokines inflammatoires sont CXCL8, CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5, CCL11 et CXCL10 (105).

Depuis longtemps, les chimiokines sont associées au cancer puisqu'elles orchestrent le
recrutement et le positionnement spatial des sous-ensembles de leucocytes dans les
tumeurs. Les chimiokines jouent également un réle essentiel en facilitant Ia
communication entre les cellules cancéreuses et les cellules non malignes dans le
microenvironnement tumoral, y compris les cellules endothéliales et les fibroblastes, en

favorisant l'infiltration et I'activation des neutrophiles associés aux tumeurs (104). Dans
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le microenvironnement tumoral, les chimiokines sont exprimées et sécrétées par
différents types de cellules, notamment les cellules tumorales, les cellules endothéliales,
des CAFs, mais également les leucocytes infiltrant les tumeurs (104). Les processus les
plus cruciaux qui sont régulés par les chimiokines dans le microenvironnement tumoral
comprennent entre autres le recrutement de leucocytes, les métastases, I'angiogenese
et la croissance et prolifération tumorale (104). En effet, plusieurs études ont démontré
gue les cellules cancéreuses expriment des récepteurs de chimiokines qui peuvent
favoriser leur métastase et leur colonisation vers des sites métastatiques secondaires ou
se trouve une concentration élevée de leurs ligands respectifs (106, 107). De plus, il a été
démontré que les chimiokines induisent I'angiogenése, ol de nouveaux vaisseaux
sanguins se forment pour soutenir la croissance tumorale chez le microenvironnement
tumoral (108). Aussi, par rapport a la croissance et prolifération tumorale, en se liant a
leurs récepteurs exprimés dans les cellules cancéreuses, les chimiokines peuvent activer
des cascades de signalisation qui favorisent directement la prolifération des cellules
cancéreuses telles que les voies PI3K/Akt/NF-kB et MAPK/ERK (109, 110). Ainsi, beaucoup
d’études impliquant les chimiokines et leurs réles dans les cancers ont vu le jour ces
derniéres années. Le CCL28 favoriserait la croissance et les métastases via son action anti-
apoptose médiée par la voie MAPK. CCL2 favoriserait les métastases en recrutant des
monocytes inflammatoires et en améliorant la rétention des macrophages aux sites
métastatiques (111). De plus, le CXCL12, surexprimé au site métastatique, servant a loge
les cellules cancéreuses qui expriment son récepteur, CXCR4 (107, 110, 112-114). Ainsi,
pris ensemble, les chimiokines jouent une réle importante dans? le cancer du sein
métastatique et il sera nécessaire de les incorporer pour le développement de nouvelles

stratégies de traitements (114).
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1.3 Le cancer du sein triple négatif
1.3.1 Caractéristiques générales

Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est le sous-type de cancer du sein le plus agressif
souvent associé a un pronostic moins prometteur que pour les autres types de cancers.
En effet, le CSTN représentant 15 a 20% de tous les cancers du sein, est dépourvue de la
surexpression des trois récepteurs retrouvés dans certains cancers du sein : ER, PR, et
HER2 (4). Ainsi, ne répondant pas aux thérapies ciblées, le CSTN représente un grand défi
clinique. De ce fait, le taux de survie relatif a 5 ans pour le CSTN est de 91% si localisé,
65% pour le stade régional, et de seulement 12% pour le stade métastatique (115). En
effet, les patientes atteintes d’un CSTN métastatique ont un mauvais pronostic, avec une
survie globale médiane d’environs 13 a 18 mois avec traitements (116, 117). Ainsi, en
moyenne 77 % des personnes atteintes du CSTN vivront 5 ans aprés le diagnostic par
rapport aux personnes qui n'ont pas ce cancer. Ce taux de survie est donc de 8 a 16 %

inférieur a celui du cancer du sein a récepteurs hormonaux positifs (115).

Le risque de développer un CSTN varie selon plusieurs facteurs, dont I'age, I'origine
ethnique et la génétique. En effet, plusieurs études ont démontré que le CSTN apparait a
un jeune age (<50 ans), est fréquemment lié a l'ethnie afro-américaine, et a une
association avec le cancer du sein héréditaire et le statut de mutation BRCA1 (118, 119).
En ce qui concerne les caractéristiques histologiques des tumeurs du CSTN, la majorité
sont des carcinomes canalaire invasifs avec un niveau élevé d'atypie nucléaire, qui est de
grade lll, tandis que les autres types signalés sont les carcinomes médullaires, le

carcinome métaplasique et le carcinome adénoide kystique (120).

1.3.2 Caractéristiques moléculaires et pilotes génétigues

Pour mieux comprendre la complexité de cette maladie hétérogene ainsi que
I'identification des moteurs moléculaires qui peuvent étre ciblés thérapeutiquement, le
CSTN a été originellement classé en six sous-groupes différents selon Lehmann et al.

(121). Un grand nombre (587) de profils génétiques de CSTN ont été compilés dans le but
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de sous typer moléculairement la maladie. Ces sous-types sont: basal (BL1 et BL2),
mésenchymateux (M), mésenchymateux de type cellule souche (MSL),

immunomodulateur (IM) et luminal avec récepteur d’androgénes (LAR) (Figure 3)(121) .

Sous-types CSTN

Mutations PI3K
Expression des AR

Mutations BRCA1

Expression des
kératines basales

Geénes liés a 'EMT Mutations PTEN

Sous-groupe Claudin-low
Infiltration lymphocytaire

M Basal1 M Basal2 [ Immunomodulateur Mésenchymateux de type cellule souche Bl Mésenchymateux [ Récepteurs d’androgénes (AR)

Figure 3. Sous-types de cancer du sein triple négatif selon la classification de Lehmann.
Il y a six sous-types avec des profils génétiques différents : de type basal (BSL1 et BSL2), IM :
Immunomodulateur, M : de type mésachymateux, MSL : Mésachymateux de type cellule souche
et LAR : luminal avec récepteur d’androgénes. Figure adaptée de Nicholas C Turner, et al, 2013
(122).

Les sous-groupes de type basaux (BSL, basal-like) sont caractérisés par divers groupes de
genes exprimés dans les cellules épithéliales situées sur le sein. Les sous-groupes BSL1
ont une forte concentration de génes liés aux dommages a I’ADN et la mutation BRCA1 a
également été associée a ce groupe (121). Tandis que les sous-groupes BSL2 présentent
des niveaux élevés de facteur de croissance et de voies métaboliques, ainsi qu'une
expression accrue de marqueurs myoépithéliaux (121, 123). Ensuite,
I'immunomodulateur (IM) lui, est associé a l'infiltration lymphocytaire, a la présentation
des antigénes et a la signalisation par les voies de transduction du signal immunitaire

(121). Bien que les sous-types M et MSL soient assez similaires au niveau
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transcriptomique étant enrichis en genes impliqués dans la motilité cellulaire et I'EMT, le
sous-type MSL montre une expression plus faible des génes associés a la prolifération
cellulaire et est enrichi en génes liés aux cellules souches mésenchymateuses (123). Ce
dernier comprend le sous-groupe Claudin-low qui est tres agressif. Finalement, pour le
sous-groupe luminal avec récepteurs d’androgénes (LAR), il est associé a I’expression des
geénes luminaux et est enrichi de la signalisation des récepteurs aux androgénes et des
mutations PI3K. La classification moléculaire du CSTN selon le profilage génétique aide a
la découverte de nouvelles cibles moléculaires et au développement de nouvelles
approches thérapeutiques permettant d’améliorer les résultats des patientes.
Récemment, une autre classification du CSTN a émergé en fonction de I'expression de
I'ARNm et du profilage de I'ADN, dans laquelle quatre sous-groupes ont été identifiés;
LAR, MES (mesenchymal) comprenant le MSL (mesenchymal stem-like) et une partie du
IM, BLIS (de type basal immunosupprimé) comprenant le M et une partie du BL1 et BLIA
(de type basal immunoactivé) comprenant le BL2, une partie du IM et du BL1 (124). De
nombreux facteurs génétiques se sont avérés associés au CSTN. En effet, TP53 est la
mutation la plus courante survenant dans 80 % de ces tumeurs (125). Il y a aussi la
mutation PTEN qui est retrouvée dans 10% des tumeurs, PIK3CA dans 7-10% et des
mutations RB1 dans 20% des tumeurs CSTN (125, 126). Les mutations BRCAI sont
prédominantes dans environ 80% du phénotype CSTN et sont associées au sous-groupe

BSL1 (121).

1.3.3 Mutations BRCA et risques pour le CSTN

Les genes BRCA1 et BRCA2 qui ont été découverts en 1994 et 1995 respectivement, sont
des genes suppresseurs de tumeur associés a plusieurs types de cancers (127, 128). En
effet, I'association de ces génes avec la susceptibilité au cancer du sein et de I'ovaire a été
démontrée pour la premiére fois il y a plus de 20 ans (127-129). Le risque de malignité de
cancer du sein chez les personnes présentant une mutation BRCA1 est de 55 a 72% et de
45 a 69% pour la mutation BRCA2 (130). Pour le cancer de I'ovaire, le risque de malignité

lui est de 39 a 44% pour la mutation BRCA1 et de 11 a 17% pour la mutation BRCA2 (130).
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Depuis lors, des mutations germinales spécifiques des génes BRCA1 et BRCA2 (BRCA1/2)
ont été associées a un risque accru de plusieurs autres types de tumeurs malignes
humaines, notamment le cancer de la prostate, colorectal, de I'estomac et du pancréas
(131). Ainsi, la mutation du géne BRCA1 est fortement associée au CSTN alors que les
porteurs de mutations BRCA2 développement majoritairement des tumeurs ER+ ou
Luminal A ou B (132, 133). BRCA1/2 sont héritées de maniére autosomique dominante et
les porteurs de mutations dans ces genes sont hétérozygotes et ont donc 50 % de chances
de transmettre l'allele a risque a leur progéniture (128). Ainsi, ces mutations sont

associées a environ 5 % de tous les cancers du sein (134).

L'importance de BRCA1/2 provient du fait qu’ils sont a I'intersection de nombreuses voies
cellulaires clés et remplissent de multiples fonctions allant de la réponse aux dommages
de I'ADN, du remodelage et de la transcription de la chromatine jusque l'ubiquitination
des protéines (127, 135, 136). Plus spécifiquement, BRCA1 interagit avec plusieurs
protéines impliquées dans les voies cellulaires, y compris la progression du cycle
cellulaire, la régulation de la transcription de géne, réponse aux dommages a I'ADN,
I'apoptose et I'ubiquitylation [24-26]. Le gene BRCA?2 est lui impliqué dans la réparation
de I'ADN par recombinaison homologue, remodelage de la chromatine et la régulation du
point de contréle du cycle cellulaire [28]. Lorsque des cassures a ’ADN surviennent et
gu’elles ne sont pas réparées, ces cassures peuvent entrainer |'accumulation de
mutations déléteres susceptibles de provoquer une instabilité génomique. Une
réparation efficace des cassures nécessite une implication fonctionnelle de BRCA1/2 via
leur interaction avec de nombreuses autres protéines (137). De ce fait, lorsque les génes
BRCA1/2 sont mutés, d’autres formes de réparation de ’ADN surviennent et peuvent
résulter en des réarrangements chromosomiques menant a de l'instabilité génomique

entrainant alors la tumorigenese (138).

Cependant, il a été récemment démontré que certaines tumeurs partagent un méme
phénotype avec les cancers avec mutations BRCA. En effet, certaines tumeurs dites

« BRCAness » hébergent un défaut de réparation de I’ADN, plus précisément de
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recombinaison homologue, mais n'ont pas de mutation germinale détectable dans BRCA1
ou BRCA2 (139). Ces tumeurs peuvent avoir une méthylation du promoteur BRCA1, une
mutation somatique ou une autre altération provoquant un dysfonctionnement de la voie
BRCA. Ainsi, ces défauts les rendent extrémement sensibles aux dommages a I’ADN
induits par les traitements de chimiothérapie (139). De plus, dans le cadre du CSTN, il a
été démontré que les patientes ayant des tumeurs BRCAness partagent plusieurs

caractéristiques cliniques avec les patientes porteurs de la mutation BRCA1 (139).

1.3.4 Traitements standards du CSTN

Les CSTN n’expriment pas de biomarqueurs pouvant étre ciblés tels que ER, PR ou HER2
faisant en sorte que les thérapies ciblées efficaces pour ce type de cancer sont limitées.
Cependant, la chimiothérapie reste le pilier des patientes atteintes d’un CSTN, et ce, dans
les contextes néoadjuvants (administration avant la chirurgie), adjuvants (administration
apres la chirurgie) ou métastatiques. En effet, 50 a 55% des patientes ayant un CSTN,
obtiennent une réponse compléte pathologique (pCR) avec une combinaison d'agents
chimiothérapeutiques (140). De plus, par rapport aux autres sous-types de cancer du sein,
les CSTN ont des taux de réponse plus élevés a la chimiothérapie néoadjuvante;
cependant, cet avantage n'est pas clairement traduit dans le cadre métastatique (141).
En effet, les patientes présentant une maladie résiduelle aprés un traitement
néoadjuvant sont plus susceptibles de récidiver et de mourir d'une maladie métastatique
(142). Ce comportement clinique est da a I'hétérogénéité des différents sous-ensembles
de CSTN et a la diversité de leurs réponses biologiques aux différents traitements et
thérapies ciblées. Ce paradoxe est bien particulier au CSTN et justement de grandes
différences dans les résultats cliniques aprés un traitement néoadjuvant impliquent que
certains sous-groupes du CSTN sont sensibles a la chimiothérapie tandis que la majorité

devient résistants pendant le traitement (143).
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Traitements de chimiothérapies

La chimiothérapie a base d'anthracyclines, d’alkylants et de taxanes reste les approches

standard de traitements du CSTN (Figure 2) (4).

CSTN précoce CSTN métastatique
Pré-opératoire Post-opératoire avec - -
maladie résiduelle * Chimiothérapie en monothérapie
*é «  Anthracycline - zaxangt/ptl)z_a\tmum/anthracyclme
= * Cyclophophamide * Capecitabine i Vflpem”:' ine
'-g‘ * Taxane » *  Pembrolizumab ) E'.n;r:.e ine
S * Carboplatine * Olaparib (BRCAMUT) - Eribulin
P4
* Thérapie ciblée
- Olaparib/talazoparib (BRCAMUT)
- * Anthracycline * Immunothérapie
g . Cyc|ophophamide - Pembrolizumab (PD-l)
; e Taxane - Atezolizumab (PD-L1)
2 * Olaparib (BRCAMUT)
¢ Conjugué anticorps-médicament
- Sacituzumab govitecan (Trop-2)

Figure 4. Options de traitement actuels proposées pour le CSTN. A gauche, se trouvent les options de
traitements pour les cancers du sein précoces, et a droite ce sont les options de traitements du cancer du sein
métastatique. PARPi = inhibiteur de PARP. BRCAMYT = BRCA1/2-mutant. Figure adaptée de Yordanova et al, 2021(4).

Les anthracyclines sont une classe de médicaments cytotoxiques dérivés d’antibiotiques
inhibant la synthése d’ADN et d’ARN en s'intercalant entre les paires de bases des brins
(144). Cette action crée des radicaux libres d'oxygene médiés par le fer, endommageant
I'ADN et les membranes cellulaires, inhibant ainsi la topoisomérase Il (145). Les taxanes
favorisent la polymérisation des microtubules et inhibent leur dépolymérisation, ce qui
entraine l'arrét du cycle cellulaire et la mort cellulaire (146). Chez les patientes atteintes
d’un CSTN, les chimiothérapies a base de taxanes et d’anthracyclines ont prouvé leurs
efficacités dans n’importe quel contexte de la maladie (néoadjuvant, adjuvant et

métastatique) (142, 147). Pour ce qui est des agents alkylants, ils agissent directement
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sur I'ADN, provoquant une réticulation de ces brins, un appariement anormal des bases

ou des ruptures de brins d'ADN, empéchant ainsi la division cellulaire (148).

Le carboplatine et le cisplatine sont deux chimiothérapies composées de sels de platines
faisant partie de la classe des agents alkylants (149). Une fois dans la cellule, les agents
de platine chargés positivement sont capables de se lier a ’ADN, modifiant ainsi sa
structure ce qui conduit a I'apoptose (mort cellulaire programmée) (149, 150). En
clinique, le carboplatine est tres répandu aussi bien dans les traitements standard du
CSTN que dans d’autres types de cancers. En effet, quatre essais randomisés ont été
publiés (GeparSixto, CALGB 40603, BrighTNess et I-SPY 2) et témoignent de I'amélioration
significative du taux de pCR avec l'inclusion du carboplatine chez les patientes avec un
CSTN. Plus précisément, les taux de pCR ont augmenté en moyenne d'environ 30 a 35 %

avec l'anthracycline et taxane a entre 50 et 55 % lorsque le carboplatine était inclus (4).

Cependant, les agents de platine ont également des effets toxiques au niveau des organes
chez les patientes qui recoivent le traitement. En effet, des dommages aux reins
(néphrotoxicité) surviennent fréquemment avec le cisplatine parce que celui-ci est
excrété par les néphrons rénaux et donc ces néphrons ont des concentrations plus
élevées de cisplatine que les autres organes du corps (151). L’ototoxicité est un autre effet
toxique de ces agents causé par des dommages dans les cellules ciliées externes de la
cochlée, ce qui résulte en perte de I'ouie (152). Finalement, il y a aussi de la neurotoxicité
(neuropathie sensorielle) causée par des dommages au cisplatine dans les ganglions de la
racine dorsale de la moelle épiniére (153). Cependant, la néphrotoxicité, |'ototoxicité et
la neurotoxicité ne sont pas aussi courantes avec le carboplatine (149). Les effets
secondaires dose-limitantes du carboplatine sont plus souvent la myélosuppression, la
neutropénie et la thrombocytopénie (154). Ainsi, le carboplatine est actuellement I’agent
de platine de premier choix utilisé chez les patientes avec un cancer du sein, démontrant
une efficacité thérapeutique comparable au cisplatine mais avec un profil de toxicité plus

favorable (155).
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Mécanisme d’action et efficacité du carboplatine

Le carboplatine qui a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) en 1980
est I'un des principaux médicaments a base de platine utilisés pour plusieurs types de
cancers (156). Pour &tre activé, le carboplatine doit traverser la membrane cellulaire. A
I'intérieur de la cellule, la molécule subit une hydrolyse la rendant alors chargée
positivement ce qui va lui permettre d’interagir et de se lier avec les molécules
nucléophiles dans la cellule, y compris I'ADN, I'ARN et les protéines (157). Ce processus
généere dans la cellule la formation d'adduits de platine par un processus de liaison
covalente du carboplatine aux bases puriques, donnant des interactions ADN-protéine
(157). Cette liaison entre I’ADN et le carboplatine peut produire des lésions dans I'ADN.
La réticulation entre brins d'ADN est I'effet le plus cytotoxique, car il inhibe le processus
de réplication, provoquant des changements qui générent des erreurs de réplication, avec
I'accumulation de cellules en phase G2/M et l'induction d’apoptose (156, 158).
L'alkylation d'un seul brin d'ADN peut étre réparée facilement, mais les interbrins
réticulés tels que ceux produits par les agents alkylants nécessitent des mécanismes de

réparation plus complexes (149).

Mécanisme de résistance au carboplatine

La résistance a la chimiothérapie anticancéreuse est la capacité innée et/ou acquise des
cellules cancéreuses a échapper aux effets des traitements et constitue un obstacle
important a la réussite du traitement du cancer, en particulier dans le cadre métastatique
ou cela représente 90 % des échecs thérapeutiques (143). La chimiorésistance est dite
innée quand une cellule cancéreuse naive pour la chimiothérapie posséde des
mécanismes intrinseques de protections naturelles contre certains agents chimio
thérapeutiques. Cela peut étre causé par exemple par des mutations génétiques
préexistantes dans les tumeurs qui entrainent une diminution de la réactivité des cellules
cancéreuses, telles que les cellules du CSTN a la chimiothérapie (159). Similairement, la

chimiorésistance est dite acquise lorsqu’une cellule cancéreuse peut acquérir une
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certaine résistance suite a l'exposition aux traitements de chimiothérapie et peut
s’adapter en conséquence afin de survivre, et ce, via des mécanismes de sélection. Ces
mécanismes peuvent comprendre des mutations ou des niveaux d'expression altérés des
cibles médicamenteuses (159). Par exemple, il y a certains facteurs de transcription qui
peuvent contribuer a la résistance (160). En effet, il a été vu que la transfection de cellules
du cancer de l'ovaire avec le facteur de transcription SPF45 (RBM17) conférait une

résistance au carboplatine (161).

Par aprés, la réparation de I'ADN est un autre mécanisme tout aussi important de
résistance a la chimiothérapie, et ce, dans différents types de tumeurs humaines. La
réparation par excision de nucléotides semble étre le principal mécanisme par lequel les
cellules restaurent I'intégrité de I'ADN aprés des dommages induits par le carboplatine,
les agents alkylants et l'irradiation (162). Ainsi, plusieurs inhibiteurs de la réparation de
I’ADN ont vu le jour pour contrer cette résistance. De méme, étant donné que les génes
BRCA1/2 jouent un grand role dans la réparation de I’ADN, il est possible que ces derniers
joue également un réle dans la médiation de Ila réponse au traitement
chimiothérapeutique dans certains cancers (163). En effet, in-vitro, il a été démontré que
I'inhibition de la voie de I'anémie de Fanconi/BRCA peut augmenter la sensibilité au
cisplatine dans les lignées cellulaires cancéreuses et que la réparation des défauts de cette

voie peut induire une résistance au cisplatine (163).

Finalement, de plus en plus de preuves soutiennent le réle important du
microenvironnement tumoral (TME) dans la résistance aux médicaments en tant que
principale raison de la rechute et de |'incurabilité de divers cancers (164). Le TME implique
entre autres des cellules stromales normales, une matrice extracellulaire et plusieurs
facteurs solubles, notamment des cytokines et des facteurs de croissance. Tous ces
facteurs dans le TME peuvent jouer un role dans la résistance aux médicaments et il existe
entre autres de nombreuses preuves de la surexpression de certaines chimiokines dont
la protéine chimiotactique monocytaire-1 (CCL2/MCP-1) qui favoriserais la métastase

tumorale, l'invasion et la résistance immunitaire (165). En effet, CCL2/MCP-1 est entre
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autres connue pour initier la chimiorésistance aux médicaments a base de platine par
I'activation de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR en inhibant 'autophagie pro-
apoptotique (166, 167). De plus, CCL2 dérivé du stroma induit la libération d'IL-6 par la
cellule tumorale générant une résistance au carboplatine via I'activation de la voie PYK2
(positionnée en amont de la voie JAK1/STAT3), un médiateur essentiel de I'activation de

la voie de survie (166).

Nouvelles approches thérapeutiques pour le CSTN

A ce jour, la plupart des patientes recoivent quatre ou cing types de chimiothérapie, mais
souffrent toujours d'une progression rapide de la maladie avec une toxicité importante
(4). Ainsi, certaines thérapies ciblées se sont développées récemment dans l'espoir
d'augmenter ['efficacité des traitements. Parmi eux se retrouve les inhibiteurs les
inhibiteurs de Trop2 tout comme le Sacituzumab govitecan qui font partie de la catégorie
de médicament des conjugués anticorps (ADC) (168). Cet inhibiteur a été approuvé par la
FDA en avril 2021 en tant que premier ADC pour le traitement des patientes ayant un
CSTN et il a démontré un bénéfice significatif (avec un taux de réponse compléte de 4 %
et un taux de réponse partielle de 31 % pour 235 patients) chez les patientes CSTN qui ne

répondent pas a une large gamme de chimiothérapies (168).

Il 'y a aussi I'immunothérapie qui est de plus en plus étudiée et qui est devenue le
cinquieme pilier de traitement pour plusieurs types de cancers, dont le CSTN (169). En
effet, cette thérapie aide a renforcer ou a restaurer la capacité du systeme immunitaire a
combattre le cancer. Ainsi, les inhibiteurs de points de contréle immunitaires permettent
de bloquer les protéines du point de contréle afin que les cellules du systéme immunitaire
attaquent et tuent les cellules cancéreuses (169). Ces points de contréle désignent
diverses molécules chargées de prévenir une activité excessive du systéeme immunitaire
dans des conditions normales et les cellules cancéreuses du sein utilisent parfois ces
points de contréle pour éviter d'étre attaquées par le systtme immunitaire (169). Le

pembrolizumab, un anti-PD (mort programmée)-1 est |'un des inhibiteurs de point de
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controle immunitaire le mieux étudié (170). Dans le cancer du sein précoce, |'ajout de
pembrolizumab a la chimiothérapie néoadjuvante standard a augmenté le taux de pCR

par 13.6% et survie sans événement par 7.7% (170-172).

Finalement, la premiére thérapie ciblée pour les patientes avec un CSTN, exploitant le
déficit de réparation de I’ADN sont les inhibiteurs de la poly (ADP-ribose) polymérase

(PARPi) qui seront plus amplement expliqués ci-bas (4).

1.4 Les Poly (ADP-ribose) polymérases (PARP)

Les poly ADP-ribose polymérase (PARP) sont une famille de protéines impliquées dans de
nombreux processus. Parmi les 17 membres de la famille PARP, les plus étudiés sont

PARP1 et PARP2 jouant un réle important dans la réponse aux dommages a I'ADN (173).

1.4.1 Architecture des PARPs

La protéine PARP1 a une architecture modulaire avec des fonctions de liaison a I’ADN,
catalytiques et régulatrices réparties entre 7 domaines; trois domaines de doigt de zinc
de liaison a I'ADN N-terminal, un domaine BRCA1 C-terminus-like (BRCT), un domaine
riche en tryptophane-glycine-arginine (WGR), un domaine régulateur PARP et un domaine

catalytique PARP (figure 5) (174).

Domaine de liaison a 'ADN Domaine central catalytique
N- -C
PARP1 1 _[Zn I]{Zn Il n i BRCT PRD I PARP }1 014
10 110114 212 280 333 386 464 549 634 663 796 1008

Figure 5. Représentation schématique des domaines PARP1 humains. PARP1 contient sept
domaines identifiés : trois domaines a doigts de zinc, avec la séquence de localisation nucléaire (NLS),
un domaine BRCT, un domaine riche en tryptophane-glycine-arginine (WGR), un domaine régulateur
PARP (PRD) et un domaine PARP catalytique. Les chiffres en dessous représentent le nombre d’acides
aminés. Figure adaptée de Till et al., 2008 (2).

56



La région N-terminale de PARP1 contient les deux domaines a doigts de zinc homologues,
Zn1 et Zn2, qui reconnaissent des structures d'ADN particuliéres et qui stimulent I’activité
de PARP1 (174, 175). Une séquence de localisation nucléaire se trouve entre le Zn2 et le
troisieme doigt de zinc, Zn3, qui lui n'est pas directement lié a la capacité de liaison des
dommages a I'ADN de PARP1, mais il est essentiel a son activation catalytique (175, 176).
Par la suite on retrouve le domaine BRCT situé dans la région centrale et favorisant
I'interaction de PARP1 avec les protéines de réparation de I'ADN (par exemple BRCA1,
BRCA2) par son autoparylation (177). Le domaine WGR est situé a coté du domaine
catalytique et il a récemment été démontré que sa fonction pourrait étre impliquée dans
I'activation de PARP1 dans des conditions de stress oxydatif (178). Finalement, le
domaine catalytique c-terminal (CAT) de PARP1 utilise le substrat NAD+ pour synthétiser
les chaines PAR sur lui-méme, sur des histones et diverses protéines impliquées dans la
réparation de I'ADN. Le site actif du CAT exerce trois activités distinctes : la fixation initiale
de I'ADP-ribose aux chaines latérales d'acides aminés, I'allongement du polymére avec
des modules ADP-ribose supplémentaires et l'introduction de ramifications dans la chaine
polymére (174). La plupart des analyses structurales de PARP-1 se sont concentrées sur
le domaine CAT étant donné qu’il existe une panoplie de structures du domaine CAT liées

aux inhibiteurs de PARP (174).

1.4.2 Roles des PARPs liés a I’ADN

Les PARPs sont impliquées dans un certain nombre de voies cellulaires, notamment la
régulation de la transcription, la réplication de I'ADN, la réparation des dommages a I'ADN
et 'apoptose. (Figure 6) (179). Les mécanismes par lesquels les PARPs agissent seront

décrits plus amplement ultérieurement.
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Figure 6. Les différents roles des protéines PARPs. Les PARPs font partie des protéines
cellulaires impliquées dans le systeme de réponse aux dommages de I'ADN en vue du maintien de
I'intégrité du génome. Ces fonctions incluent la réparation de ’ADN par I'excision de bases, la
régulation de la transcription, la modification de la chromatine par la cohésion des télomeres, la
formation du faisceau mitotique et I'apoptose. Figure adaptée de Sonnenblick et al., 2015 (180).

1.4.3 Roles des PARPs au-dela de I’ADN

Cependant, alors que PARP1 est largement connu pour ses activités dans la réparation de
I'ADN, il a également été démontré qu’il est impliqué dans plusieurs autres fonctions des
cellules cancéreuses (181). En effet, PARP1 régule la signalisation des chimiokines, ce qui
peut faciliter la dissémination tumorale a plusieurs étapes clés de la métastase,
notamment l'inflammation, I'angiogenése, 'EMT, I'adhérence des cellules tumorales a
I'endothélium, la migration cellulaire et I'extravasation des cellules cancéreuses au site

métastatique (182).
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PARP1 et I'inflammation

Les PARPs sont impliqués dans plusieurs processus inflammatoires. En effet, PARP1 régule
la production de plusieurs molécules inflammatoires, dont les facteurs de transcription,
les cytokines, les chimiokines, la cyclooxygénase-2 et la synthase d’oxyde nitrique
inductible (iNOS) (183). Ainsi, I'inhibition enzymatique de PARP ou l'inactivation du gene
PARP1 entraine l'inhibition de la migration cellulaire vers les sites inflammatoires (184).
De plus, un ensemble commun de médiateurs inflammatoires est régulé a la fois par
PARP1 et PARP2, ce qui indique que ces deux enzymes modulent l'inflammation par des

mécanismes qui se chevauchent partiellement (184).

PARP1 et I'angiogenése

De récentes études ont démontré que l'inhibition de I'activité PARP retarde la formation
de tumeurs au cours de la carcinogenése cutanée, ce qui a été attribué a la modulation
des facteurs de transcription qui sont largement impliqués dans les réponses cellulaires,
y compris la prolifération, l'inflammation et I'angiogenése (185). Aussi, une réduction de
la vascularisation tumorale et une régulation négative de I'expression de génes impliqués
dans I'angiogeneése ont été détectées au cours de la carcinogenése dans la peau de souris
traitées avec un PARPi (185, 186). Ainsi, I'utilisation de PARPis semble supprimer
I'angiogenése, qui est une exigence essentielle pour la croissance des tumeurs primaires

ainsi que pour le processus métastatique (186).

PARP1 et le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral comprend d’autres caractéristiques ou PARP1 joue un
role en dehors de I'angiogenése, telle que I'autophagie, les cellules initiatrices de tumeurs
et la réponse immunitaire associée au cancer (187). La réponse hypoxique est médiée par
la stabilisation des facteurs inductibles par I'hypoxie (HIF), et justement, un des nombreux

roles de PARP1 est de protéger les HIFs de l'ubiquitylation et de la dégradation
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protéasomique, mais fonctionne aussi comme un co-activateur transcriptionnel a leur
égard (188). La relation entre les voies de signalisation HIF et PARP1 a été décrite dans
des modeles de carcinogenéese cutanée ou une réduction de la protéine HIFla et de
I'ARNm est observée lors de I'inhibition ou du knock-down de PARP1 (185, 187). De la
méme maniére, dans le cerveau des souris, une réduction de I'accumulation de HIFla

pendant I'hypoxie est observée apres inhibition de PARP (187).

Les PARPs lient la réponse aux dommages a I’ADN avec I'activation de I'autophagie (187).
De plus, de récentes études ont démontré I'implication de PARP1 dans |'autophagie
induite par la privation de nutriments de microenvironnement (189, 190). Ainsi,
I"utilisation d’un PARPi retarde I'autophagie induite par la famine (187). Plusieurs études
ont démontré que 'autophagie doit étre envisagée comme cible dans le cancer lors de
I'induction de dommages a I'ADN et par conséquent, de nouvelles stratégies basées sur

le concept de létalité synthétique avec des PARPis doivent étre explorées (191, 192).

Finalement, pour ce qui est des cellules initiatrices de tumeurs, tout comme les cellules
souches cancéreuses (CSCs), elles sont considérées fondamentales dans la progression
tumorale en raison de leurs résistances a la radiothérapie et chimiothérapie ainsi qu’a
leur capacité d’initiation tumorale, propriétés invasives et leurs propensions a échapper
aux réponses immunitaires (187, 193). De nombreuses études ont suggéré que PARP1
répondrait aux critéres pour étre considéré comme une cible thérapeutique attrayante
pour attaquer les CSCs. En effet, des niveaux nettement plus élevés d'activité PARP1 ont
été signalés dans les CSC de glioblastome provenant d'échantillons de patientes
xénogreffées par rapport aux cellules non CSC dans des conditions basales (193). De plus,
I"utilisation d’un PARPI, I'olaparib, a réduit la survie des CSCs, I'expansion et les propriétés
d'initiation tumorale in-vivo de ces cellules, révélant leur dépendance a la fonction de

PARP1 (193).
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PARP1 et les métastases a distance

PARP1 exerce un effet pro-métastatique en accélérant plusieurs étapes du processus
métastatique, notamment l'invasion, I'extravasation, la survie pendant la circulation et
I'initiation des métastases (194). En effet, le knock-down génétique et I'inhibition de
I'activité enzymatique de PARP1 entrainent des défauts significatifs du potentiel
métastatique des cellules d’adénocarcinome pulmonaire. De plus, il a également été
démontré que PARP1 favorise les métastases en utilisant un mécanisme indépendant de
la réparation de I'ADN (194, 195). En effet ce mécanisme se ferait via une régulation
positive de la transcription de ses génes cibles, S100A4 et CLDN7, qui eux interviennent
dans les fonctions pro-métastatiques de PARP1 (194). Ainsi, toutes ces preuves pointent
vers un role plausible de PARPi dans l'inhibition du développement de métastases a

distance par des mécanismes dépendants et indépendants de la réparation de I'ADN.

1.5 Les inhibiteurs de PARP (PARPi)

La motivation initiale au développement des inhibiteurs de PARP est venue de la nécessité
de développer des outils pour étudier le réle de I'enzyme elle-méme. Cependant, pendant
la progression des recherches, d'autres applications pour les PARPis ont été identifiées.
En 1992, il a été proposé par Thomas Lindahl que ces composés chimiques inhibaient
I'activité catalytique de PARP1 mais pas sa liaison a I'ADN et, puisque I'enzyme doit étre
poly(ADP-ribosyl)ée pour se dissocier de I'ADN, elle pouvait donc rester liée causant une
obstruction physique a la réparation de la rupture (196). De plus, il a été vu que la
suppression des deux enzymes PARP1 et PARP2 est létale pour I'embryon tandis que les
souris knock-out PARP1 ou knock-out PARP2 sont viables (197). Ainsi, il existe des
différences subtiles entre la suppression de PARP1 et I'inhibition de PARP2 et c’est un
concept important, car les inhibiteurs inhibent les deux enzymes, généralement avec une
puissance similaire et donc l'inhibition est plus similaire a la suppression des deux

enzymes (197).
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1.5.1 Mécanisme d’action des PARPis

Les PARPis ciblent les enzymes PARP1/2 et ont deux principaux mécanismes d'action: la

|étalité synthétique et la capture des complexes PARP-ADN (198).

1.5.1.1 Létalité synthétique

Le concept de létalité synthétique survient lorsque I'action concertée de deux mutations
génétiques ou plus entraine la mort cellulaire, alors que chagque mutation seule n'est pas
létale. Lorsque survient une seule mutation, une voie compensatoire alternative pouvant
remplir la méme fonction s’actionnera, permettant ainsi la viabilité cellulaire. Cependant,
lorsque de nombreuses ou toutes les voies alternatives sont également perturbées, la
fonction ne peut pas étre exécutée efficacement, mettant donc en péril la viabilité
cellulaire. Ce concept a fourni de nouvelles opportunités pour le développement de
thérapies ciblées et explique la destruction sélective des cellules cancéreuses présentant

des défauts par certains agents (199).

PARPis et mutations BRCA1/2

Les réles de BRCA1 sont multiples et comprennent la réplication de I'ADN, le contréle des
points de contréle du cycle cellulaire, la réparation de I'ADN, la régulation de la
transcription, l'ubiquitination des protéines, l'apoptose et le remodelage de Ia
chromatine (135). Par apres, BRCA2 joue un grand réle dans la voie RH en interagissent
avec des protéines jouant un role majeur dans la réparation de I’ADN, en particulier
RAD51 (200, 201). RAD51 catalyse I'appariement homologue et I’échange de brins d’ADN
et son appariement avec BRCA2 est nécessaire pour ses fonctions (135, 200, 201). En
effet, la présence de BRCA2 est nécessaire pour prévenir des erreurs majeures tout
comme des aberrations chromosomiques comme c’est le cas dans les cellules déficientes
en BRCA2 (135). Ainsi le role de BRCA1 et BRCA2 dans la facilitation de la recombinaison
homologue ordonnée soit la clé du maintien de l'intégrité génomique et les cellules

déficientes en BRCA1/2 sont incapables d'utiliser de facon efficace efficacement la voie
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RH et meurent de I'accumulation des cassures d'ADN non réparées causées par le PARP;,

ce qui illustre bien le concept de létalité synthétique (Figure 7) (202-204).
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Figure 7. Concept de létalité synthétique des PARPis. L'inhibiteur de PARP empéche la libération de PARP1
sur I'ADN ce qui conduit a une accumulation de cassures d'ADN double brin. Les tumeurs mutantes BRCA sont
déficientes dans la réparation de I'ADN donc les dommages survenant aprés l'activité PARPi ne peuvent pas étre
correctement réparés dans ces cancers et aboutissent finalement a une instabilité chromosomique et a la mort
cellulaire. Par contre, dans les cellules normales les processus de réparation de I'ADN restent intacts. Figure
adaptée de Saijo, N, et al. (2, 3).

En effet, dans les cellules en perte de fonction de BRCA1/2, donc déficientes en HR, les
PARPis empéchent la libération de PARP1 sur ’ADN conduisant a une accumulation de
cassures simple brin qui sont converties en DSB. Ces cassures sont réparables par la HR
dans les cellules normales conservant une copie de BRCA1/2, mais ne peuvent pas étre
réparées dans les cellules cancéreuses dépourvues de BRCA1/2 et cela entrainent des
réarrangements complexes des chromatides ainsi que la mort cellulaire (Figure 7) (205,

206).
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Réponse aux PARPi au-dela des mutations BRCA

Bien que les PARPis ont été initialement développés pour induire une létalité synthétique
dans les cellules porteuses d’'une mutation germinale BRCA1/2, ce phénomeéne a
également été démontré chez des cellules ayant le phénotype BRCAness (207). En effet,
le bénéfice cliniqgue de certains PARPis a été démontré chez des cellules dépourvues de
protéines impliquées dans la HR autre que BRCA1/2, telles que RAD51, ATM, PALB2, ATR
et PTEN (208). Une étude avait démontré que chez le cancer de l'ovaire, 24 % des
patientes ne présentant pas de mutations BRCA1/2 répondaient aux PARPis, ce qui était
donc expliqué par I'effet BRCAness (209). De plus, plusieurs études et notre laboratoire
avons démontré |'efficacité préclinique des PARPis dans des lignées cellulaires du CSTN
ainsi que des xénogreffes dérivées de patientes CSTN qui ont des mutations BRCA
(BRCAMYT) mais aussi ceux qui n’avaient pas de mutations BRCA, BRCA de type sauvage
(BRCAWT) (210-212). De plus, deux essais cliniques ont décrit I'efficacité des PARPis chez
les patientes avec un cancer du sein, quel que soit le statut de mutation BRCA. En effet,
le rucaparib a été associé a une diminution de plus de 75 % de I'ADN tumoral circulant
chez 58 % des patientes ayant un CSTN (213). Ainsi que I'olaparib qui a démontré un taux
de réponse objective de 56 % chez les patientes avec un CSTN, qui était autant BRCAMYT

que BRCAYT (214).

Ainsi, l'association du phénotype BRCAness avec une plus large gamme de mutations
génétiques peut étendre I'utilité des PARPis au-dela des tumeurs malignes de la

reproduction pour lesquels ils étaient initialement destinés (208).

1.5.1.2 Capture des complexes PARP-ADN

L'autre mécanisme exercé par les PARPis, la capture des complexes PARP-ADN, peut
expliquer pourquoi, bien que tous les inhibiteurs de PARP utilisés en clinique aient une
activité inhibitrice catalytique similaire, leurs cytotoxicités sont assez différentes. La
capture des complexes PARP-ADN est définie comme l'immobilisation de PARP1/2 sur

I’ADN endommagé (215). Ainsi, les complexes PARP-ADN capturés entrainent des lésions
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de I'ADN qui ne sont pas contournées par les fourches de réplication et induisent une
cytotoxicité (figure 8) (198, 215, 216). Différents PARPis varient dans leur capacité de
capture PARP-ADN. Il a été démontré que la capacité de capture de PARP-ADN est
corrélée a la puissance cytotoxique. Ainsi, il a été prouvé que les PARPis les plus puissants

dans ce mécanisme sont le talazoparib, suivi de I'olaparib, puis du véliparib (217).
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Figure 8. Capture des complexes PARP-ADN. Les inhibiteurs de PARP agissent aussi comme

des piéges et séquestres PARP1/2 sur I'ADN endommagé et ces complexes PARP-ADN sont
cytotoxiques. Figure adaptée de Keung et al., 2019 (218).

1.5.2 Signification clinique dans les cancers

Les PARPis sont I'un des agents ciblés les plus importants actuellement en cours d'essais
cliniques pour plusieurs types de cancers, dont le cancer du sein, de I'ovaire, du pancréas,
de I'estomac, des poumons, du cerveau, ainsi que certains mélanomes et tumeurs solides
(202). Plusieurs inhibiteurs de PARP sont actuellement ou ont été testés en clinique pour
le traitement de ces cancers soit en tant qu'agent seul ou en association avec d'autres
agents cytotoxiques. Parmi eux se retrouvent |'olaparib, le rucaparib, le niraparib, le
véliparib, le talazoparib, le stenoparib, E7016, le pamiparib et ABT-767 (202). Parmi ces
inhibiteurs, I'olaparib a été approuvé par la FDA pour le traitement du cancer du sein, de

I'ovaire, du pancréas et de la prostate. Le rucaparib a été approuvé pour le traitement des
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cancers de l'ovaire et de la prostate et le niraparib seulement pour le cancer de I'ovaire.
En ce qui concerne le talazoparib, il a été accepté par la FDA pour le traitement du cancer
du sein avec mutation germinale BRCA, HER2 négatif localement avancé ou métastatique,

suite a des études de phases 2 et 3 (EMBRACA) (219).

1.5.3 Signification clinigue dans le CSTN

Les PARPis en monothérapie

Actuellement, seuls deux inhibiteurs de PARP ont été approuvés par la FDA pour le
traitement du CSTN : I'olaparib et le talazoparib. Cependant, d’autres inhibiteurs de PARP
tout comme le niraparib et le rucaparib qui ont été approuvés pour le traitement du
cancer de l'ovaire sont étudiés en ce moment dans de multiples essais cliniques afin
d'évaluer leur activité en monothérapie ou en combinaison avec d'autres médicaments

pour le cancer du sein (220).

Sur la base des résultats de deux essais de phase Il : OlympiAD et EMBRACA, I'olaparib et
le talazoparib sont actuellement approuvés par la FDA et Santé Canada en monothérapie
pour le traitement du CSTN métastatique ayant une mutation germinale BRCA1/2 (219,
221). En effet, une méta-analyse des études OlympiAD et EMBRACA a démontré que les
PARPis retardaient considérablement le délai de détérioration de la qualité de vie (4).
Aussi, par rapport a la chimiothérapie standard, 'utilisation des PARPis en monothérapie
a été associée a une augmentation significative de la survie sans progression (PFS) et du
taux de réponse objectif (ORR) qui sont est définis respectivement comme le temps
écoulé entre la randomisation de I'essai clinique et la progression de la maladie ou le
déces et la proportion de patientes dont la lésion cible est complétement ou
partiellement réduite. L'olaparib a également démontré une amélioration de la survie
sans maladie invasive chez les patientes atteintes d'un cancer du sein au stade précoce
(222), menant a son approbation par Santé Canada pour une utilisation en milieu adjuvant
(223). De plus, l'utilisation d’'un PARPi semble réduire le risque d'effets secondaires

courants de la chimiothérapie, comme le capecitabine, tels que la neutropénie et le
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syndrome d'érythrodysesthésie palmo-plantaire (4). Par contre, il y a aussi des effets
indésirables associés aux PARPis qui comprennent entre autres des nausées, de 'anémie,
une thrombocytopénie, des arthralgies et des myalgies. Ainsi, ces effets indésirables
entrainent les entreprises pharmaceutiques a développer de nouveaux PARPis présentant
une plus grande efficacité avec de plus faibles doses, permettant alors de diminuer ces

effets indésirables (202).

Cependant, I'un des défis cliniques est que les patientes traitées par des PARPis en
monothérapie développent souvent une résistance thérapeutique dans le cadre
métastatique. Ces mécanismes moléculaires de résistance sont principalement liés a la
restauration de I’activité de la recombinaison homologue, par exemple, la récupération
de la fonction BRCA1/2 (224). Ainsi, une fois que les cellules développent un mécanisme
de résistance, celles-ci continuent de se diviser et de se propager, et le traitement devient
alors moins efficace (224). Toutefois, les combinaisons d’agents thérapeutiques ciblant
des voies moléculaires différentes, mais interagissant ensemble ont le potentiel
d’améliorer la survie des patientes ainsi que de diminuer certains mécanismes de
résistance (225). Par conséquent, il est probable que les PARPis doivent étre administrés
en combinaison avec un autre agent thérapeutique ce qui permettrait de plus

d’augmenter leur efficacité ainsi que leurs champs d’action.

Les PARPis en thérapie combinée

L'effet des inhibiteurs de PARP est d’autant plus prometteur lorsqu’utilisé en combinaison
avec d’autres agents thérapeutiques (226-228). En effet, il y a entre autres la combinaison
avec les agents de radiations qui a récemment, recu beaucoup d’attention. Cette
combinaison est particulierement efficace, car les rayonnements ionisants (IR)
provoquent des dommages a I'"ADN dont certaines tumeurs sont particulierement
sensibles (229). De plus, cette combinaison PARPi/IR peut provoquer une inhibition
tumorale tout en ayant de faibles effets sur les tissus normaux en prolifération, suggérant

une fenétre thérapeutique exploitable (229).
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Par la suite, les PARPis ont été classés dans la catégorie de traitements qui ont montré
une synergie avec l'immunothérapie dans les études précliniques et cliniques précoces,
car, les PARPis, inhibant la réparation de ’ADN et augmentant le nombre de mutations
tumorales, font de la tumeur une cible encore plus attrayante pour I'immunothérapie (4,
228). L'efficacité des PARPis a également été étudiée en association avec diverses
thérapies ciblées. Par exemple, les inhibiteurs de la kinase WEE1 (WEE1i) activent la
kinase dépendante de la cycline (CDK)1 et CDK2 pour réguler la transition G1/S du cycle

cellulaire et induire un stress de réplication et des dommages a I'ADN (230, 231).

Finalement, la combinaison des PARPis avec des agents de chimiothérapie a base de
platine semble étre une stratégie efficace, car suite a un dommage a I’ADN provoqué par
un de ces agents, comme le carboplatine, c’est la réparation par BER qui va venir prendre
le dessus et les PARP1/2 sont impliquées dans cette voie de réparation de ’ADN (232).
Pendant le processus de réparation, des Iésions monobrin toxiques sont générées et il est
donc nécessaire que le BER soit étroitement régulée afin d’éviter une accumulation de
ces intermédiaires toxiques (233). Ainsi, il est plausible de présumer que la combinaison
entre les PARPis et le carboplatine serait une stratégie tout a fait profitable pour les
patientes (234). En effet, certaines preuves pré-cliniques ont démontré que les PARPis
potentialisent les effets des sels de platine in-vivo, et des données émergentes suggerent
une synergie entre les PARPis et les composés de platines dans les cancers du sein
BRCAMUT(235). BROCADE3 était un essai de phase Il randomisé, qui évaluait I’association
du véliparib avec le carboplatine/paclitaxel par rapport a I'association du placebo avec le
carboplatine/paclitaxel (236). Parmi les patientes qui n'avaient pas recu de
chimiothérapie antérieure pour une maladie métastatique, les patientes recevant la
chimiothérapie avec le veliparib ont démontré une plus grande amélioration de la survie-
sans progression par rapport a ceux avec la chimiothérapie sans veliparib avec des

bénéfices durables (237).

68



1.6 Projet de maitrise

1.6.1 Justifications

Parce que le CSTN est une maladie hétérogene, les traitements sont complexes et
impliquent souvent plusieurs modalités thérapeutiques, telles que la chimiothérapie, la
chirurgie et la radiothérapie. Ainsi, I'avénement des inhibiteurs de PARP représente une
classe prometteuse de composés étant donné que ceux-ci ont démontré leur efficacité
chez de patientes atteintes d’'un CSTN. De plus, le talazoparib a été approuvé par la FDA
pour une utilisation en monothérapie chez les patientes porteuses de mutations

germinales BRCA1/2.

Cependant, les PARPis en monothérapie sont souvent associés a une résistance acquise
soulevant de la sorte quelques questionnements. Dans de récentes études cliniques sur
le CSTN, les PARPis ont été testés en combinaison avec d’autres agents tels que des agents
de chimiothérapie. L'administration concomitante et continue d’'un PARPi avec du
carboplatine a été associée a une toxicité accrue (4). Certaines données suggérent méme
gu’un schéma posologique en séquentiel des deux agents puisse réduire la toxicité (238).
En effet, le prétraitement au carboplatine s'est déja avéré étre une approche concevable
pour augmenter I'absorption cellulaire de I'olaparib et sa clairance, ce qui peut améliorer
I'efficacité et diminuer la toxicité (239). De plus, de récentes études ont démontré qu’il y
avait des preuves de toxicité plus accrue lorsqu’un inhibiteur de PARP était administré en
méme temps qu’un inhibiteur du cycle cellulaire (WEE1) par rapport a une approche
séquentielle (231). Ainsi, ces données suggerent que les PARPis en combinaison avec la
chimiothérapie peuvent étre utilisés avec un schéma posologique en séquentiel avec une
meilleure efficacité et éventuellement moins de toxicité que les schémas thérapeutiques

simultanés.

Finalement, bien que de récentes études ont observé |'efficacité des PARPis chez des
patientes n’ayant pas de mutation BRCA1/2, la plupart des essais cliniques se concentrent

sur les patientes porteuses de cette mutation. Cependant, ces mutations germinales dans
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les génes BRCA1/2 ne sont associées qu’a environ 6% des cancers du sein. En effet, des
mutations dans plusieurs des genes jouant un role dans les mécanismes de réparation de
I’ADN sont associées au phénotype de BRCAness et certaines de ces tumeurs BRCAWT
répondent aux PARPis autant qu’a la chimiothérapie. De plus, vu le réle prépondérant de
PARP1 dans les nombreuses étapes de la cascade métastatique, et I’effet des PARPis dans
I'inhibition de métastases, on a voulu voir I'effet de différentes stratégies de séquencage
de I'administration d’un PARPI, le talazoparib, et du carboplatine dans le CSTN dans le

cadre métastatique chez les patientes BRCAMYT, mais aussi chez celles BRCAWT.

1.6.2 Hypothese

En raison de I'efficacité préclinique et clinique des PARPis en monothérapie dans le CSTN
ainsi que leur efficacité améliorée de leur administration en combinaison, nous ont
amenés a élaborer I’hypothése suivante : L'administration d’'un PARPi en combinaison
avec le carboplatine suivant un schéma de traitement séquentiel serait plus efficace sur
I'inhibition de tumeur primaire et l'inhibition du développement de métastases a
distance. De plus, ce schéma thérapeutique composé d’'un PARPi et d’un agent de
chimiothérapie pour les patientes avec un CSTN BRCAWT autant que pour ceux BRCAMYT

pourrait améliorer significativement leur survie.

1.6.3 Objectifs

Les objectifs suivants ont été déterminés afin de répondre a I'hypothése précédemment

citée.

Objectif 1: Etudier in-vivo I'impact de ces différentes stratégies de la combinaison du
talazoparib avec le carboplatine en séquentiel sur I'inhibition de tumeurs, la toxicité et le
développement de métastases. Cela sera effectué grace a des modeles de xénogreffes
orthotopiques ainsi que par la quantification de micrométastases pulmonaires et

hépatiques in-vivo.
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Objectif 2: Déterminer in-vitro I'impact de différentes stratégies de traitement en
séquentiel d’un PARPi puissant, le talazoparib et le carboplatine, sur les événements
métastatiques. Cela sera effectué par des expériences de migration et d’invasion

cellulaire in-vitro, ainsi que la quantification de chimiokines suivie de ELISAs.
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Chapitre 2 — Matériel et méthodes

2.1 Lignées et cultures cellulaires

Nous avons sélectionné les lignées cellulaires CSTN suivantes, qui provenaient a l'origine

de patients, en fonction de leurs potentiels métastatique percue dans la littérature, ainsi

que leurs sensibilités aux inhibiteurs de PARP (Tableau 3). Les lignées cellulaires ont été

obtenues soit auprés de I'ATCC ou d'une collaboration avec le JW Gray Laboratory.

Finalement, toutes les lignées cellulaires ont été validées par empreinte ADN a l'aide

d'une analyse répétée a court terme (STR) effectuée par GEnome Québec (microsatellite

geneprint 10) (Montréal, Canada), effectuée pour la derniére fois en mars 2021, et étaient

exemptes de mycoplasmes, testées a l'aide du kit de détection de mycoplasmes

Mycoalert (Cat #LTO7, Lonza).

Tableau 3. Lignées, leur histologie, statut BRCA et le milieu de culture utilisé

Nom de la lignée

Site & Histologie

Statut BRCA

Milieu de culture
utilisé

MDAMB231 Carcinome canalaire infiltrant dérivé de BRCAWT DMEM + 10% FBS
métastases pleurales (240, 241).
MDAMB436 Carcinome canalaire infiltrant dérivé de BRCA1MUT DMEM + 10% FBS
métastases pleurales (240, 241).
MX1 Dérivée d’un carcinome canalaire infiltrant | BRCA1-deleted | RPMI-1640 + 10% FBS
dérivé de métastases pleurales (240, 241). | et BRCA2MUT
HS578T Dérivée d’un carcinosarcome et d’origine BRCAWT DMEM + 10% FBS
épithéliale (242).
HCC1806 Carcinome acantholytique squameux issu BRCAWT RPMI-1640 + 10% FBS
d’une tumeur primaire d’une patiente
(243, 244).
HCC1395 Carcinome canalaire invasif provenant BRCA2MUT RPMI-1640 + 10% FBS
d’une tumeur de stade | (244, 245).
BT549 Dérivé d’une tumeur canalaire papillaire BRCAWT RPMI-1640 + 10% FBS

invasive (244).

DMEM: Milieu Eagle Modifié de Dulbecco, provenant de Gibco (11965-118); FBS : Sérum Bovin
Feetal, provenant de Gibco (cat #12483020); RPMI-1640 : Milieu 1640 de I'Institut Roswell Park
Memorial, provenant de Gibco (cat #11875-119). Toutes les cellules ont été maintenues dans des
incubateurs a 37 °C, 5 % de CO2.
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2.2 Xénogreffes orthotopiques

En premier lieu, toutes les expérimentations animales ont été approuvées par le Comité
Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) du Centre de Recherche du Centre
hospitalier de I'Université de Montréal (CRCHUM) sous le protocole C17017SHs. Le
protocole pour les xénogreffes orthotopiques a été mis en place a partir de celui de Lorns
et al. (246). Les critéres d'évaluation de cette expérience comprennent la croissance de la
tumeur primaire, le volume de la tumeur primaire a la nécropsie, la quantification des
métastases a distance et la toxicité, évaluée par le poids des souris et les paramétres
hématologiques. Tout d’abord, des études pilotes ont été menées permettant
premierement de déterminer le nombre de cellules nécessaires a la croissance tumorale
et aux métastases potentiellement distantes. En deuxiéme lieu cela permettait aussi de
déterminer le temps de latence de la croissance tumorale et des métastases a distance
pour chaque modele afin de standardiser la date de I'autopsie. Ces études pilotes ont été
menées précédemment au laboratoire dans deux modeéles de lignée cellulaire
(MDMAB231 et HCC1806), et j'ai moi-méme mené |'étude pilote pour MX1. Nous avons
sélectionné deux lignées cellulaires humaines du CSTN BRCAVT qui étaient soit résistantes
au PARPi, MDAMB231, soit résistantes au carboplatine, HCC1806, et une lignée cellulaire

humaine BRCAMUYT, MX1, sensible au PARPi (Figure 1 en annexe).

Pour ces trois modeles de xénogreffe orthotopique, les études pilotes ont d'abord été
menées sur 2 ou 5 millions de cellules implantées dans chaque coussinet adipeux
mammaire pour une seule souris. Les volumes de tumeurs et les signes de détresse chez
I'animal ont été notés. Toutes les expériences ont été réalisées avec des souris femelles
NOD-SCID gamma (NSG) (étant immunodéficientes) agées de 6 a 8 semaines (Stock #
005557, Jackson Laboratory). De plus, les souris ont été acclimatées pendant 2 semaines

dans les animaleries du CRCHUM avant l'implantation de la tumeur.
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2.2.1 Préparation cellulaire

Au jour de I'injection, les cellules pour les xénogreffes de souris ont été lavées, détachées
a la trypsine puis comptées pour obtenir une concentration finale de 5 millions de cellules
dans 0,2 ml pour MDAMB231 et de 2 millions de cellules dans 0,2 ml pour MX1 et
HCC1806. Le tout étant constitué de 50 % de Matrigel (Matrix, Phenol Red-free, Corning),

25 % de PBS (Phosphate-Buffered Saline) et 25 % de collagéne.

2.2.2 Injections dans le coussinet adipeux mammaire et suivi des souris
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Figure 9. Modeéle de xénogreffe orthotopique de HCC1806, MDAMB231 et MX1 chez des souris
NSG. La randomisation a été effectuée au jour 8 apres I'implantation pour HCC1806 et au jour 16 pour
MDAMB231 et MX1. Les traitements ont été administrés pendant 9 jours puis la nécropsie a eu lieu au
jour 22 (4 jours apreés la fin de traitement) pour HCC1806 et au jour 42 (16 jours apres traitement) pour les
deux autres lignées. A la nécropsie, le plasma a été récolté par ponction cardiaque, en plus de la tumeur
primaire, les poumons et le foie.

L’analgésie préopératoire fut réalisée avec du carprofen (20 mg/kg) par voie sous-
cutanée, une heure avant la chirurgie. De plus, du Tylenol fut donnée dans de I'eau une
journée avant, pendant, et une journée aprés la chirurgie. Une fois anesthésiées a
I'isoflurane, les souris sont ensuite placées sur un champ stérile en position de décubitus
dorsal et une incision a été pratiquée au-dessus de la 4° glande mammaire, permettant
d’implanter 0,2 ml de cellules dans le coussinet adipeux mammaire sous vision directe. A
la fin de I'opération, la peau a été refermée avec une suture 6-0 vicryl de facon sous-
cutanée inversée. Par la suite, 2-3 gouttes d’une solution de bupivacaine/lidocaine
(2mg/kg) furent déposées sur la plaie pour une durée de 3-5 minutes. Pendant les deux

jours post-opératoires, les souris ont été soigneusement surveillées pour les risques de
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détresses. Les souris ont été pesées et les volumes tumoraux mesurés deux fois par
semaine avec un vernier digitale, jusqu’a atteindre un volume tumoral moyen de
150 mm3, permettant alors la randomisation. Cette derniére a été effectuée par groupe
de traitement en fonction des volumes et du poids des souris. Aussi, a I'exception du
groupe témoin pour MDAMB231 qui comptait 14 souris, chaque groupe de traitement
comptait 8 a 10 souris. En raison de cinétiques tumorales divergentes, HCC1806 avait une
chronologie différente de MDAMB231 et MX1. Ainsi, la randomisation a été effectuée au

jour 8 pour HCC1806 et au jour 16 pour MDAMB231 et MX1 (Figure 9).

2.2.3 Traitements pour les expériences in-vivo

Le carboplatine (pharmacie du Centre Hospitalier de I'Université de Montréal (CHUM)) a
été administré par voie intrapéritonéale a 35 mg/kg et le talazoparib (Pfizer) a été
administré par voie orale, par gavage, a 0,33 mg/kg. Les véhicules utilisés pour le
carboplatine étaient une solution saline normale et pour le talazoparib, du polyéthyléne
glycol 400 a 5 %. Le schéma illustrant les stratégies de traitement est représenté sur la
Figure 10A. Pour chaque modele de xénogreffe, les souris ont regu le véhicule témoin, le
talazoparib seul (jours 1 a 9) ou le carboplatine seul le jour 1. Cette séquence de 9 jours
de talazoparib et d’un jour de carboplatine provient de |'efficacité de la stratégie de
dosage concomitante ayant été utilisée dans un modele MX1 similaire utilisant des
fragments de tumeur sous-cutanée. Cette stratégie a bel et bien été efficace pour inhiber
la croissance tumorale primaire, et par conséquent, nous avons pensé que cette stratégie
de dosage pourrait étre utilisée pour évaluer les métastases et la toxicité (247). Par la
suite il y avait un traitement avec le talazoparib (jours 1 a 9) en simultané avec le
carboplatine (jour 1) (T+C), puis les combinaisons séquentielles ou premiérement le
carboplatine a été administré en premier le jour 1 suivi du talazoparib les jours 2 a 10 (C-
>T) et un second séquentiel avec le talazoparib en premier (jours 1-2) suivi du
carboplatine le jour 3, et encore le talazoparib (jours 3-9). Les tumeurs ont été mesurées

et les souris ont été pesées deux fois par semaine.
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2.2.4 Nécropsie

Pour HCC1806, les souris furent sacrifiées au jour 22, et pour MDAMB231 et MX1, cela a
été réalisé au jour 42. Afin d’évaluer la toxicité hématologique a la nécropsie, le plasma a
été prélevé par ponction cardiaque terminale et les échantillons de sang ont été traités
pour une formule sanguine compléte au Laboratoire d'hématologie du CHUM. Les
échantillons coagulés ont été exclus de I'analyse finale. Les mesures qui ont été évaluées
comprenaient le nombre de globules blancs, les neutrophiles et les concentrations
moyennes d'hémoglobine. Pour chaque souris, la tumeur a été prélevée permettant la
prise de mesure ex-vivo par deux personnes. Les poumons et le foie ont aussi été prélevés,
puis ont été fixés dans du formaldéhyde a 10 %, et des blocs inclus dans la paraffine et
fixés au formol ont été créés. Un pathologiste (Dr Danh Tran-Thanh, CHUM) a examiné a
I'aveugle les lames entiéres du parenchyme hépatique et pulmonaire et a rapporté le
pourcentage de la zone occupée par le cancer, permettant de quantifier les micro-

métastases.

2.3 Expériences de migration et d’invasion cellulaire

2.3.1 Traitements pour les expériences in-vitro

Pour les expériences in-vitro, il s’agissait ici de reproduire les mémes différentes
stratégies de traitements qui ont été administrées pour les expériences in-vivo. Ainsi, les
cellules ont été traitées 24h avec soit le talazoparib seul (0,25 uM), le carboplatine seul
(10 uM) ou la combinaison des deux en simultanée (T+C). Il y a aussi eu deux stratégies
de traitement en séquentiel avec soit le carboplatine en premier pendant 4 h, suivi de
talazoparib pendant 20 h (C->T), ou alors I'administration du talazoparib en premier

pendant 12 h, suivi du carboplatine pendant 12 h (T->C) (Figure 10B).
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Figure 10. Séquences de traitements. A) In-vivo, le talazoparib/véhicule a été donné par gavage oral (0.g.)
que le carboplatine/véhicule a été administré par injection par voie intrapéritonéale (i.p.). Les traitements ont
été effectués sur une période de 9 jours. Les souris ont recu soit le talazoparib seul (jours 1 2 9), le carboplatine
seul le jour 1, un traitement de combinaison avec le talazoparib (jours 1 a 9) en simultané avec le carboplatine
(jour 1) (T+C), I'association séquentielle avec le carboplatine en premier au jour 1 suivi du talazoparib les jours
2 210 (C->T) ou finalement, un autre séquentiel avec le talazoparib en premier (jours 1-2) suivi du carboplatine
le jour 3, et encore le talazoparib (jours 3-9). B) Pour les expériences in-vitro (droite), les traitements ont été
effectués sur une période de 24h avec soit le talazoparib seul, le carboplatine seul ou la combinaison des deux
en simultanée (T+C). Il y a aussi eu les deux stratégies de traitement en séquentiel avec soit le carboplatine en
premier pendant 4 h, suivi de talazoparib pendant 20 h (C->T), ou alors I'administration du talazoparib en
premier pendant 12 h, suivi du carboplatine pendant 12 h (T->C).

2.3.2 Chambres de Boyden

Pour évaluer les capacités migratoires des cellules cancéreuses, des tests en chambre de
Boyden ont été utilisés (248). Une chambre est divisée en deux compartiments
superposés et séparés par un filtre aux pores microscopiques. Pour la migration cellulaire,
cela fonctionne du fait qu’une solution chimiotactique est déposée dans la chambre
inférieure diffusant jusqu’a la chambre supérieure. Ainsi, les cellules peuvent suivre le

gradient de concentration et migrer vers la chambre inférieure en traversant les pores. La
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taille des pores doit étre choisie en fonction de la taille des cellules devant passer au

travers (249).

Ici, la migration et I'invasion ont été évaluées sur deux lignées cellulaires BRCAWT du CSTN,
MDAMB231 et HS578T, et une lignée cellulaire BRCAMYT, HCC1395. Pour MDAMB231 et
HS578T, les traitements ont été effectués avec 0,25 uM de talazoparib et/ou 10uM de
carboplatine (Figure 10B). De plus, nous avons également évalué I'impact avec une
augmentation de dose, soit trois doses de talazoparib, a savoir, 0,125uM, 0,25uM et 0,5
UM ou carboplatine a 5uM, 10uM ou 20uM, seuls et avec les différentes stratégies de
combinaison. Aprés les traitements, les cellules ont été privées de sérum pendant 24h
puis ont été ensemencées a une densité de 3 x 10* dans les chambres de Boyden (Insert
de TC (culture tissulaire), pour plaques de 24 puits, PET, translucides, 8 um, de Sarstedt)
pour une migration de 24 h a 37 °C. Pour les tests d'invasions, la chambre supérieure a
été pré-enduite d'une dilution 1/9 de Matrigel (Cultrex original BME) et 5 x 10* cellules
ont été mises en suspension dans le méme environnement, et ce, pendant 48h. Apres
incubation, les chambres ont été lavés avec du PBS et les cellules ayant migré se trouvant
sur la face inférieure de la membrane, ont été fixées avec du paraformaldéhyde a 4% et
colorées avec de I'hématoxyline (Vector Hematoxylin QS H-3404) (Figure 11). Le nombre
de cellules migré ou invasives ont été comptées a l'aide d'un microscope inversé en
choisissant six champs de cellules fixes au hasard. Chaque expérience a été réalisée dans

des puits en triplicata et a été répétée trois fois indépendamment.
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Figure 11. Schéma du test de migration cellulaire dans une chambre de Boyden. Suite aux 24h de
traitements, les cellules ont été privées de sérum pendant 24h puis ont été suspendues dans la chambre
supérieure pour une durée de 24h (migration) ou 48h (invasion). Pour I'invasion les chambres ont été pré-
enduites de matrigel. Les chambres ont ensuite été lavées et les cellules fixées puis colorées permettant alors un
compte cellulaire avec un microscope inversé.

2.4 Expression et quantification des chimiokines

2.4.1 Détection de chimiokines

Les cellules MDAMB231 ont été traitées comme décrit dans la section migration et
invasion. Apreés privation de sérum pour une durée de 24h, un tampon de lyse cellulaire
(Cell Signalling) avec un inhibiteur de la protéase phosphatase (cat # 58728, Cell Signalling)
a été utilisé pour extraire les protéines des lysats cellulaires qui ont été quantifiées a l'aide
du kit de dosage des protéines BCA. 200 pg de protéines ont été utilisées pour détecter
I'expression de chimiokines a I'aide du kit de tableau de chimiokines humaines (cat #
ARY017, R&D Systems). Ce kit est un essai immunologique sandwich sur membrane,
reconnu pour étre rapide, sensible et permettant la détection de 31 chimiokines dans un
échantillon donné (250). Etant donné que le kit vient avec seulement 4 membranes, nous
avons décidé de tester comme stratégies de traitement le talazoparib seul, la

combinaison T+C en simultanée, le séquentiel T->C ainsi qu’un contrdle. Les échantillons
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sont mélangés avec un cocktail d'anticorps de détection biotinylés puis incubés avec la
membrane matrice qui elle, est détectée en double avec des anticorps de capture contre
des protéines cibles spécifiques. Les protéines capturées sont ensuite visualisées a l'aide
d’un réactif de détection chimiluminescent et d’une auto-exposition avec un ChemiDoc
(BioRad). De telle maniere, le signal ainsi produit est proportionnel a la quantité d'analyte
lié (250). La quantification des spots a été réalisée a |'aide du logiciel Quick Spots (Western
Vision Software). Apres avoir performé une calibration en utilisant les points contrdles
sur I'array, nous avons vérifié que tous les points étaient bien alignés au milieu des ronds

émis, permettant d’obtenir des valeurs pour chacune des stratégies de traitement.

2.4.2 Testimmuno-enzymatique (ELISA)

Des tests immuno-enzymatiques (ELISA) ont été effectués dans le but de quantifier la
sécrétion de chimiokines plus spécifiques dans nos surnageant de cultures cellulaires. Les
cellules MDAMB231 et HCC1395 ont été traitées et privées de sérum comme décrit dans
la section migration et invasion. Les surnageants ont été utilisés pour détecter les niveaux
de la protéine chimiotactique monocytaire-1 (MCP-1) avec le test immunologique
CCL2/MCP-1 humain (cat #SCP0O, R&D Systems). Pour ce faire, les surnageants de
cultures cellulaires ont été ajoutés a une plaque de 96 puits pré-enduites d'anticorps
MCP-1. Aprés incubation, les plaques ont été lavées et un anticorps secondaire polyclonal
lié a une peroxydase de raifort a été ajouté. Par aprés, un deuxiéme lavage des plaques a
eu lieu puis une solution de substrat composé de peroxyde d’hydrogene stabilisé avec un
chromogeéne a été ajoutée. Apres 30 min la réaction fut arrétée avec une solution d’acide
sulfurigue 2N, et I'absorbance a été lue avec un lecteur de microplaques. Apres
soustraction de l'arriére-plan, une courbe standard fut créée a partir des normes a l'aide
d'une courbe de régression d'ajustement a 4 parameétres dans GraphPad Prism 9. Les
valeurs d'échantillon ont été dérivées de la courbe standard. Les expériences ont été

réalisées dans des puits en triplicata et les essais ont été faits en triple.
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2.5 Analyses statistigues

La normalité de chaque ensemble de données a d'abord été vérifiée avant d'effectuer une
ANOVA de Kruskal-Wallis ou une ANOVA ordinale unidirectionnelle avec un post-test de
comparaison multiple. Des ANOVA a 2 voies avec post-tests ont été réalisées pour des
conditions groupées. Les données sont représentées sous forme de moyenne +/- SEM et
ont été analysées et tracées a l'aide du logiciel GraphPad Prism 9. P < 0,05 est considéré

comme statistiguement significatif.
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Chapitre 3 — Résultats

3.1 Impact de I'administration du talazoparib et du carboplatine in-vivo

Pour déterminer I'impact de I'administration du talazoparib et du carboplatine en
monothérapie et en combinaison dans des expériences in-vivo, trois modeles de
xénogreffe orthotopique ont été sélectionnés; MX1 qui est BRCAMYT et HCC1806 et
MDAMB231 qui sont BRCAW. La cinétique du modéle tumoral et les détails des stratégies

de traitements ont été résumés sur la Figure 12A.

3.1.1 La combinaison simultanée et séquentielle a une croissance tumorale primaire et
une inhibition du volume tumoral comparable dans trois modeles de xénogreffe
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Figure 12. Inhibition comparable de la croissance tumorale primaire in-vivo avec les stratégies de
traitements en combinaison simultanée et séquentielle. Ici, les xénogreffes orthotopiques MDAMB231
(rangée supérieure), MX1 (rangée du milieu) et HCC1806 (rangée inférieure) ont été utilisées. En A, D et G sont
représentés les taux de croissance de la tumeur primaire ou I'axe des x indique les jours apres le traitement et
ou I'axe des y indique le volume tumoral normalisé dans lequel le rapport du volume tumoral au jour x a été
divisé par le volume tumoral au jour 0. Les volumes de tumeurs primaires ex-vivo sont représentés en B, E et H.
Les données sont affichées sous forme de moyenne +/- SEM (erreur standard de la moyenne). Une ANOVA avec
post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée. ****P<0,0001; ***P<0,001; **P<0,01, *P<0,05. Des
images représentatives des tumeurs ex-vivo sont représentées en C, F et I. Abréviations: i.p., par voie
intrapéritonéale ; o.g., gavage oral.



Dans la xénogreffe MDAMB231, les volumes tumoraux normalisés in-vivo ont démontré
des différences statistiquement significatives entre les groupes de traitement au jour 13.
Les groupes de traitement qui ont montré une inhibition soutenue du volume tumoral au
jour 26, par rapport au controle, étaient la combinaison en simultané des deux agents
(T+C) (P = 0,009), et le traitement en séquentiel ou le talazoparib est administré en
premier (T->C) (P =0,02) (Figure 12B). Pour le volume tumoral ex-vivo suite a la nécropsie,
les deux traitements en séquentiels C2>T et T->C ont démontré des effets comparables
avec des réductions de 68,9 % (P <0,0001) et de 66,7 % (P <0,0001) respectivement, par
rapport au contrdle (Figures 12C, D). Le traitement en simultané T+C quant a lui, a
également démontré une tendance a l'inhibition du volume de la tumeur primaire avec

une réduction de 51,4 % (P = 0,08).

Pour la cohorte MX1, des différences statistiquement significatives dans les volumes
tumoraux normalisés in-vivo ont été observées avec différents traitements du jour 8
jusqu'a la nécropsie. En effet, en comparaison avec le contréle, une inhibition soutenue a
été identifiée au jour 26, avec le traitement T+C (P<0,0001), le séquentiel C->T (P =0,003),
et le séquentiel T>C (P = 0,01) (Figure 12E). A la nécropsie, les mesures ex-vivo ont
montré que les approches combinées inhibaient de maniere importante les volumes de
la tumeur primaire (Figures 12F, G). En effet, par rapport au contrdle, les volumes
tumoraux ont été inhibés de 79,9 % (P <0,0001) pour T+C, de 75,5 % (P = 0,0001) pour
C>Tetde 71,7 % (P =0,002) pour T 2C. De plus, I'approche simultanée T+C a également
inhibé le volume tumoral de 40,3 % (P = 0,03) par rapport au talazoparib et de 59,0 % (P

=0,002) par rapport au carboplatine.

Finalement, pour la xénogreffe HCC1806, il y avait une tendance a des volumes de
tumeurs in-vivo plus petits avec les approches combinées (Figure 12H), ce qui était
statistiquement significatif avec les volumes de tumeurs ex-vivo (Figures 12l, J). En effet,
comme il peut étre vu sur la Figure 12I, les volumes tumoraux ont diminué de 54,4 % (P =
0,002) avec le traitement simultané T+C, de 46,6 % (P = 0,04) avec le séquentiel C>T, et

de 62,0 % avec le T>C (P <0,0001). Ainsi, il n'y avait aucune signification statistique dans
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MDAMB231 (BRCA"")

les volumes de tumeur primaire entre I'un des groupes de combinaison (simultané et

séquentiel) et ce, pour les trois modéles de xénogreffe.

3.1.2 Les traitements en séquentiels sont associés a moins de perte de poids, mais
aucune différence de toxicité hématologigue par rapport a la combinaison
simultanée

Poids

Pour évaluer la toxicité chez les souris, le pourcentage de changement de poids par
rapport a celui avant le traitement a été calculé a partir de mesures prises deux fois par

semaine jusqu'a la nécropsie, et ce, pour chague modeéle de xénogreffe orthotopique.
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Figure 13. Les stratégies de traitement en séquentiel diminue la perte de poids in-vivo. L'impact de
différentes stratégies de traitement a été évalué dans trois modeles de xénogreffe orthotopique, MDAMB231 et
HCC1806, qui sont des lignées BRCAVT, et MX1 qui est BRCAMYT, Le pourcentage de variation du poids des souris a
été calculé en normalisant le poids d'un jour donné par le poids avant le traitement. L'axe des X représente les jours
apres le traitement jusqu'a la nécropsie et I'axe des Y représente le changement de poids en pourcentage. Une
ANOVA avec post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée. **** P < 0,0001 ; ***P<0,001 ; **P<0,01 ;
*P<0,05.

Dans la cohorte MDAMB231, une souris traitée avec le talazoparib et le carboplatine en
simultanée (T+C) a d( étre sacrifiée 5 jours avant le reste de la cohorte en raison de
douleurs abdominales. La nécropsie et I'analyse histologique étaient compatibles avec le
diagnostic de pancréatite hémorragique. Cette souris a été exclue de I'évaluation finale

du volume tumoral ex-vivo et des métastases pulmonaires en raison du développement
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dépendant du temps de la charge métastatique (251). Pour le reste de cette cohorte, des
changements statistiquement significatifs dans le changement de poids ont été observés
du jour 6 au jour 16, mais pas le jour de la nécropsie (Figure 13A). Au jour 9, la
combinaison en simultané (T+C) a démontré une baisse de poids de 4,5 %, pour le
séquentiel C>T de 3,2 % et de 3,0 % pour le T->C et ce, par rapport aux mesures de pré-
traitement. A la nécropsie, toutes les souris ont pris du poids, avec une augmentation de

0,22 % pour le T+C, 2,1 % pour le C>T et de 4,6 % pour le T>C.

Pour la cohorte MX1, des changements de poids statistiquement significatifs ont été
identifiés 4 jours aprés les traitements et se sont maintenus jusqu'au jour 26 (Figure 13B).
Au jour 11, le traitement en simultané T+C et le séquentiel T>C ont démontré une
diminution de poids de 4,2 % et 4,4 % respectivement par rapport aux poids de pré-
traitement, tandis que le C2>T a gagné 2,2 % de son poids. En comparaison avec le
controle, les changements de poids étaient statistiquement significatifs pour T+C (P =
0,002) et le séquentiel T->C (P = 0,002), mais pas pour le C2>T. Le jour de la nécropsie, le
T+Cagagné 3,7%, T>C5,5% et C2>T 10,4 % en poids, respectivement. En comparaison
avec le contréle, le traitement en simultané T+C était le seul groupe qui différait en poids

(P = 0,046).

Finalement, pour la cohorte HCC1806, la toxicité a été évaluée sur une courte période (4
jours), aprés la fin du traitement, puisque les souris ont subi une nécropsie au jour 14
(Figure 13C). Néanmoins, aucun groupe de traitement n'a perdu de poids par rapport aux
poids de pré-traitements. Au jour 11, le groupe de traitement T+C a gagné 2,2 %, le
séquentiel C2T 4,3 %, et le T->C 1,4 % en poids, par rapport au contrdle, qui lui a gagné
6,8%. Cependant, au jour 14, les souris du groupe controle ont démontré une
augmentation de poids de 10,9 %, celles du groupe T+C ont pris 2,3 % de poids, les C>T
1,4%etlesT>C1,2 %.
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Toxicité hématologique

La toxicité hématologique a également été évaluée dans chaque modele de xénogreffe

avec une analyse de plasma de souris au moment de la nécropsie.
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Figure 14. Les stratégies de traitement en séquentiel résultent en une toxicité hématologique
comparable a celle du traitement en simultané. L'impact de différentes stratégies de traitement a été
évalué dans trois modeéles de xénogreffe orthotopique, MDAMB231 et HCC1806, qui sont des lignées
BRCAWT, et MX1 qui est BRCAMYT, Les éléments a I'étude étaient le nombre de globules blancs (A, D, G); le
nombre de neutrophiles (B, E, H) et le taux d'hémoglobine (C, F, I). Les données sont représentées sous
forme de moyenne +/- SEM. Une ANOVA avec post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée.
**** p<0,0001 ; ***P<0,001 ; **P<0,01 ; *P<0,05.
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Comme il est possible de voir dans la Figure 14A, dans la cohorte MDAMB231, les
approches combinées ont diminué le nombre de globules blancs et de neutrophiles. Dans
la cohorte MX1, les tendances furent les mémes cependant plus accentuées avec des
valeurs moyennes de leucopénie de 1,6 (P = 0,002), 1,5 (P = 0,0003) et 1,7 (P = 0,0098),
pour T+C, C>T et T->C respectivement, par rapport au contréle (moyenne 4,9) (Figure
14D). De méme, une neutropénie a été observée pour le T+C (moyenne 0,95, P = 0,002),
C>T(moyenne 1,15, P =0,01) et T>C (moyenne 0,78, P<0,0001), par rapport au contrdle
(moyenne 4,3) (Figure 14E). Cependant, aucune statistique significative n'a été observée
entre les approches combinées. Une tendance similaire, avec une leucopénie et une
neutropénie plus importante avec le talazoparib et le carboplatine, a été observée avec

HCC1806 (Figures 14G, H).

Pour ce qui est des niveaux d'hémoglobine (Hgb), pour la cohorte MDAMB231, une
réduction s’est vue avec les traitements en combinaisons. En effet, alors que les souris
témoins avaient des valeurs de Hgb de 131,5, les souris traitées par combinaison ont
démontré des valeurs de Hgb de 117,4 (P = 0,002) pour T+C, 116,9 (P = 0,0004) pour C2>T
et de 122,8 (P = NS) pour T->C (Figure 14C). Cependant, aucun changement n’a été
observé avec la cohorte MX1 (Figure 14F). Pour ce qui est de la cohorte HCC1806, les
approches combinées ont réduit les niveaux d'Hgb de maniére comparable, avec des
valeurs moyennes de 79,1 (P = 0,0005) pour T+C, 80,9 (P = 0,003) pour C>T, et de 79,9
(P =0,0004) pour T->C (Figure 14l).

3.1.3 L'administration en séquentiel inhibe les métastases a distance

Les expériences pilotes effectuées ont également été utilisées pour évaluer la présence
de métastases hépatiques et pulmonaires microscopiques et macroscopiques. Cela a été
réalisé uniqguement dans le modéle de xénogreffe orthotopique MDAMB231 qui est

connu pour sa capacité métastatique (246).
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Figure 15. Les stratégies de traitement en séquentiel inhibe les métastases a distance in-vivo.
L'impact de différentes stratégies de traitement dans la xénogreffe orthotopique de MDAMB231
permettant d’évaluer histologiquement (A) la micrométastase pulmonaire et (C) la micrométastase
hépatique. Les données sont représentées sous forme de moyenne +/- SEM. Une ANOVA avec post-test
pour des comparaisons multiples a été réalisée. **** P < 0,0001 ; ***P<0,001 ; **P<0,01 ; *P<0,05. (B)
Images représentatives de sections colorées H&E de tissu pulmonaire, a I'aide d'un objectif 20X. Les
cellules cancéreuses métastatiques sont délimitées des cellules normales par une ligne noire en pointillés
et des astérisques.

Par rapport au contréle, la combinaison du talazoparib et du carboplatine en
administration en simultané (T+C) a entrainé une réduction des micrométastases
pulmonaires de 19,6 % (P > 0,05), tandis que les traitements en séquentiels eux ont
entrainés une réduction de 44,7 % (P = 0,003) pour le C>T et de 56,4 % (P < 0,0001) pour
le T>C (Figures 15A, B). De plus, I'approche T->C a également inhibé les micrométastases
pulmonaires de 40,8 % par rapport au carboplatine (P = 0,01) et de 36,9 % par rapport a
I'approche en simultanée (T+C) (P < 0,05). De méme, des tendances similaires ont été
observées avec les micrométastases hépatiques (Figure 15C). En effet, en comparaison

au controle, le séquentiel C>T a entrainé une réduction de 72,3% (P = 0,03) des
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micrométastases, ce qui était similaire a la réduction de 76,3 % (P = 0,02) avec le T>C.
Les données des métastases macroscopiques n‘ont pas été représentées dans ces
résultats car celles-ci étaient extrémement petites et trés difficiles a quantifier de maniere

fiable.

3.2 Impact de I'administration du talazoparib et du carboplatine sur la
migration et I'invasion cellulaire in-vitro

Les PARPis étant impliqués dans les étapes de la cascade métastatique (182), nous avons
aussi évalué I'impact du talazoparib et du carboplatine en monothérapie et en association
sur la migration et l'invasion cellulaire in-vitro. Pour cette premiére expérience de
migration, les concentrations de talazoparib et de carboplatine administrées étaient de

0,25uM et 10uM, respectivement, pour les lignées MDAMB231 et HS578T.
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3.2.1 Migration cellulaire
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Figure 16. Les stratégies de traitement en séquentiel inhibe la migration in-vitro. Les tests de migration ont
été réalisés avec 2 lignées cellulaires du CSTN a fort potentiel migratoire et résistantes au PARPiI. Les graphiques a
barres représentent la moyenne +/- SEM du nombre de cellules MDAMB231 (A) ou HS578T (C) qui ont migré a travers
la membrane de la chambre de Boyden. B) Images représentatives prises a 20x de cellules migrées MDAMB231 qui
ont été fixées puis colorées avec de 'hématoxyline. Une ANOVA avec post-test pour des comparaisons multiples a été
réalisée. **** P < 0,0001 ; ***P<0,001 ; **P<0,01 ; *P<0,05.

Dans les cellules MDAMB231, en monothérapie, le talazoparib et le carboplatine ont
seulement entrainé une réduction de la migration cellulaire de 24,0 % (P = 0,05) et de
30,8 % (P =0,01) respectivement. Cependant, les trois approches combinées ont entrainé
une inhibition accrue de la migration cellulaire (Figures 16A, B). En effet, par rapport au
controle, I'inhibition était la suivante : 51,5 % (P<0,0001) pour l'approche T+C, 38,9 %
(P<0,0001) pour C->T, et 70,4% (P<0,0001) pour T->C. En comparaison avec le
talazoparib, le T+C a démontré une réduction de 36,2 % (P = 0,002), et le T>Cde 61,1 %

(P <0,0001) de la migration cellulaire. Par rapport au carboplatine, le T+C a entrainé une
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réduction de 29,9% (P = 0,01), et le T=>C de 57,3% (P <0,0001) de la migration.

Finalement, par rapport au T+C, le T>C a entrainé une réduction de 39,0 % (P = 0,008).

Un impact similaire des traitements a été obtenu avec une autre lignée du CSTN, Hs578T
(Figure 16C). Le talazoparib a entrainé une réduction de 20,0 % (P = 0,06), tandis que le
carboplatine a entrainé une réduction de 29,3 % (P = 0,0004) de la migration cellulaire.
En comparaison avec le contrdle, le T+C, C>T et T>C ont entrainé une réduction de
49,0% (P <0, 0001), 55,7% (P <0, 0001) et 56,8% (P <0, 0001) de la migration cellulaire,
respectivement. En comparaison avec le talazoparib, T+C a conduit a une réduction de
36,3 % (P<0,0001), C>Tde 44,6 % (P <0,0001), et T->Cde 46,1 % (P < 0,0001). Par rapport
au carboplatine, T+C, C2>T et T->C ont entrainé une réduction de 27,9 % (P = 0,004),
37,3% (P <0,0001) et 38,9 % (P <0,0001) de la migration cellulaire, respectivement.
Finalement, le séquentiel T>C a conduit a une inhibition supplémentaire de 15,3% de la

migration cellulaire par rapport a T+C.

Par la suite, nous étions intéressés a déceler plus spécifiquement I'effet de différentes
concentrations des deux drogues sur la migration, et ce, sur la lignée MDAMB231. Nous
avons premierement évalué Il'impact de I'augmentation des concentrations de
talazoparib en monothérapie et de carboplatine en monothérapie (Figure 17A, B). Nous
avons également évalué I'impact de I'augmentation des deux agents en combinaison en
modulant la concentration du carboplatine tout en gardant le talazoparib stable a 0,25uM
(Figure 17C), et d’autre part en modulant la concentration du talazoparib tout en gardant

le carboplatine stable a 10uM (Figure 17D).
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Figure 17. Modulation des concentrations de carboplatine et du talazoparib sur la
migration cellulaire. Ces tests de migration ont été réalisés avec la lignée du CSTN MDAMB231
avec soit la modulation des concentrations du talazoparib (A, C) ou la modulation des
concentrations de carboplatine (C, D). Les graphiques a barres représentent la moyenne +/- SEM
du nombre de cellules qui ont migré a travers la membrane de la chambre de Boyden. Une ANOVA
avec post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée. **** P<0,0001 ; **P<0,01 ;
*P<0,05.

Les figures 17A et C montrent l'impact de concentrations croissantes de talazoparib a la
fois en tant qu'agent unique et en combinaison avec le carboplatine sur la migration des
cellules MDAMB231. Bien que non statistiqguement significative, nos résultats
préliminaires ont montré que I'augmentation des doses de talazoparib a progressivement
inhibé la migration par rapport au contréle de 21,6% avec le talazoparib a 0,125uM, 22,1%
a 0,25uM et 30,5% pour le talazoparib a 0,5uM (N = 1) (Figure 17A). Dans le cas des
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approches combinées, cette tendance semble se répéter. En effet, plus la dose du
talazoparib augmente, plus l'inhibition de la migration est accrue. Ainsi, par rapport au
contréle, le dosage composé du carboplatine a 10uM et du talazoparib a 0,125uM a eu la
plus faible inhibition de la migration, de 22.0% (P >0,05) pour I'approche T+C et de 24,3%
(P >0,05) pour Iapproche séquentielle T>C. A linverse, le plus haut dosage de
talazoparib, 5uM, en combinaison avec le carboplatine 10uM a eu la plus forte inhibition
de la migration avec 56,6% (P <0,0001) pour T+C et 73,5% (P <0,0001) pour T>C (N = 2)
(Figure 17C).

Pour ce qui est de la modulation du carboplatine, en tant qu’agent unique, la tendance
semble étre similaire a la modulation du talazoparib. En effet, nos résultats préliminaires
ont montré que bien que non statistiqguement significative, il y avait une tendance a une
réduction croissante de la migration cellulaire avec des doses croissantes de carboplatine.
Par rapport au contréle, I'inhibition fat la suivante : 14,3% a 5uM, 28,9% a 10uM et 32,75
% a 20uM (N = 1) (Figure 17B). Cependant cette tendance semble s’inverser lorsque le
carboplatine est administré en combinaison avec le talazoparib. En effet, dans le cas des
approches combinées, plus la dose du carboplatine augmente, plus l'inhibition de la
migration est de moindre ampleur. Ainsi, par rapport au contréle, le dosage composé du
talazoparib a 0,25uM et du carboplatine a 5uM a eu la plus forte inhibition de la
migration, de 52,4% (P <0,0001) pour I'approche T+C et de 64,2% (P <0,0001) pour
I’approche séquentielle T>C. A I'inverse, le plus haut dosage de carboplatine, 20puM, en
combinaison avec le talazoparib 0,25uM a eu la plus petite inhibition de la migration avec

33,6% (P >0,05) pour T+C et 32,3% (P >0,05) pour T->C (N = 2) (Figure 17D).
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Finalement, un test de migration a aussi été effectué sur la lignée HCC1395 qui est une
lignée BRCAVVT. Etant une lignée plus sensible aux PARPis, une concentration plus faible
a été prise en compte : 0,0625uM de talazoparib combinée a 2,5uM de carboplatine (N =
2) (Figure 18). Ainsi, dans les cellules HCC1395, la migration fut fortement inhibée par la
concentration de 0,25uM de talazoparib combinée a 10uM de carboplatine, avec par
rapport au controle, 55,3% (P <0,0001) d’inhibition pour I'approche T+C et 68,7% (P
<0,0001) pour T>C. De plus, il y a aussi eu une différence statistiquement significative

entre le T2>Cet le T+C (P >0,05).
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Figure 18. Stratégies de dosage des traitements sur les événements de migration chez les
cellules HCC1395. A) Le graphique a barres représente la moyenne +/- SEM du nombre de cellules
HCC1395 qui ont migrées a travers la membrane de la chambre de Boyden. B) Images représentatives
prises a 20x de cellules migrées HCC1395 qui ont été fixées puis colorées avec de I'"hématoxyline. Une
ANOVA avec post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée. **** P < 0,0001 ; ***P<0,001 ;
*P<0,05.

3.2.2 Invasion cellulaire

Pour l'invasion cellulaire, dans les cellules MDAMB231, la combinaison du talazoparib et
du carboplatine en simultané (T+C) a entrainé une inhibition de 41,2 % (P = 0,001) de

I'invasion par rapport au controle (Figure 19A). L'approche en séquentiel T->C a conduit
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a une réduction de I'invasion cellulaire de 56,9 % (P<0,0001), 47,0 % (P<0,0001), 47,5 %
(P<0,0001), 41,3% (P = 0,0005), et de 26,6 % (P > 0.05) par rapport au controle,
talazoparib, et carboplatine, T+C et C2>T respectivement. Par la suite, pour ce qui est de
la lignée HS578T, le T+C a démontré une réduction de 21,0% (P = 0,001) de l'invasion
cellulaire, par rapport au contrble (Figure 19B). Ici, I'approche en séquentiel T>C a
conduit a une réduction de I'invasion cellulaire de 26,7 % (P<0,0001), 18,9 % (P=0,0002),
21,3 % (P<0,0001) et de 7,3% (P > 0.05) par rapport au contrdle, talazoparib, et
carboplatine, et T+C respectivement. Cependant pour la lignée Hs578T, le traitement en

séquentiel C2>T a démontré des réductions l'invasion cellulaire similaire au séquentiel

T->C.
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Figure 19. Les stratégies de traitement en séquentiel inhibent aussi I'invasion in-vitro. Les tests
d’invasion ont été réalisés avec les deux lignées cellulaires du CSTN, MDAMB231 (A) et HS578T (B). Les
graphiques a barres représentent la moyenne +/- SEM du nombre de cellules invasives. Une ANOVA avec
post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée. **** P < 0,0001 ; ***P<0,001 ; **P<0,01.

3.3 Role des chimiokines dans la migration cellulaire

3.3.1 L'expression différentielle des chimiokines peut expliguer I'inhibition accrue de la
migration avec une approche séquentielle.
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Puisqu'il a été démontré que les PARPis régulent la signalisation des cytokines (252) et
gue ces derniéeres pourraient expliquer la migration accrue avec I'approche séquentielle
T—2>C, nous avons réalisé un tableau de chimiokines. Cela a été fait a partir de lysats de
cellules MDAMB231 et permet de profiler 31 chimiokines impliquées dans la migration

cellulaire (Figures 20).
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Figure 20. L'expression différentielle des chimiokines peut expliquer l'inhibition de la migration accrue avec une
approche séquentielle. Les cellules MDAMB231 ont été traitées soit avec le talazoparib seul, la combinaison du talazoparib
et du carboplatine (T+C) ou alors avec le traitement séquentiel T>C. Un tableau de chimiokines a ensuite été effectué avec
les lysats cellulaires permettant la détection de 31 chimiokines. Suite a cela, 7 chimiokines ont été sélectionnées montrant
une expression différentielle a partir du contréle et de I'approche séquentielle T>C. L'axe des abscisses représente les
différentes stratégies de traitement et I'axe des ordonnées les points qui ont été quantifiés a I'aide du logiciel QuickSpots
(Western vision). Une ANOVA a 2 facteurs avec post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée. **** P < 0,0001 ;
***p<0,001 ; **P<0,01 ; *P<0,05.

Apres quantification des signaux, la différence en pourcentage entre le contrdle versus
T+C, et le controle T->C a été calculée. D’apreés les résultats, les chimiokines avec la plus
grande différence entre le T+C et le T>C comprend CCL (ligand a motif C-C) 2, CXCL
(ligand a motif C-X-C) 7, CCL18, CXCL9, CXCL1, CXCL12 et CCL7. Par rapport au controle,

des réductions statistiquement significatives ont été identifiées pour CCL2 (P = 0,0006),
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CXCL7 (P = 0,006), CCL18 (P<0,0001), CXCL9 (P = 0,006), CXCL1 (P<0,0001) et CCL7 (P =
0,005).

3.3.2 Les niveaux de la chimiokine MCP-1 sont inhibés par le talazoparib et les
approches combinées séquentielles.

Par la suite, nous avons décidé d'étudier plus amplement la sécrétion tumorale de la
protéine chimiotactique des monocytes-1 (MCP-1/CCL2) puisqu'il a été démontré que
cette chimiokine joue un réle important dans la migration des cellules cancéreuses du
sein et les métastases a distance (252). Ainsi, cette chimiokine fut étudiée dans la lignée
MDAMB231 et notamment dans HCC1395 qui est une lignée cellulaire connue pour

exprimer des niveaux élevés de MCP-1 (Figures 21) (253).
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Figure 21. Les niveaux de MCP-1 sont diminués avec une approche séquentielle. L'impact de
différentes stratégies de traitement sur les niveaux de MCP-1 sécrétés a été quantifié a I'aide d'un test
immuno-enzymatique (ELISA), dans les cellules (B) MDMAB231 et (C) HCC1395. Une ANOVA avec post-
test pour des comparaisons multiples a été réalisée. Les données sont représentées sous forme de
moyenne +/- SEM. **** p < 0,0001 ; ***P<0,001 ; **P<0,01 ; *P<0,05.

Dans la lignée MDAMB231, le traitement en séquentiel T->C a entrainé une réduction de
14,2 % des niveaux de MCP-1 par rapport au contréle (P =0,001), une réduction de 30,7 %
par rapport au carboplatine (P <0,0001) et une réduction de 11,8 % par rapport au T+C (P

= 0,03). Pour la lignée HCC1395, le séquentiel T>C a également réduit les niveaux de
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MCP-1 de 31,5% par rapport au contréle (P <0,0001) et de 33,9 % par rapport au
carboplatine (P <0,0001). Le traitement en simultané T+C a également réduit les niveaux
de MCP-1 par rapport au contrdle de 19,5 % (P = 0,049), et le séquentiel C2>T de 21,7 %
(P =0,01).
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Chapitre 4 - Discussion

Le cancer du sein triple négatif représentant 15 a 20% des cancers du sein est le plus
difficile a traiter en raison de son hétérogénéité, de sa résistance aux traitements et de
I'absence de thérapies ciblées. Malgré les récents progres, la chimiothérapie et
I'immunothérapie restent les principales approches pour traiter le CSTN avec de faibles
bénéfices thérapeutiques avec les toxicités importantes (4, 254). Par conséquent, de
nouvelles thérapies ciblées sont nécessaires pour traiter efficacement le CSTN et les
PARPis semblent étre une approche fort intéressante. Alors que les PARPis sont bien
connus pour leurs roles dans le ciblage de la réparation de I'ADN, leurs réles dans
I'inhibition du processus métastatique dans le cancer du sein précoce sont moins connus.
En effet, alors qu'il a été démontré dans I'essaie clinique BROCADE-3 que la combinaison
d'un PARPi moins puissant avec une chimiothérapie a base de platine ralentissait la
progression chez les patients atteints d'une maladie métastatique établie (236), nous
devons mieux comprendre le rble de cette combinaison dans l'inhibition du
développement du processus métastatique. Ainsi, cette étude visait donc a évaluer la
combinaison d'un PARPi puissant, le talazoparib et un agent de chimiothérapie, le
carboplatine sur la croissance tumorale, la toxicité, des événements de migration et
d'invasion in-vitro, et le développement de métastases a distance in-vivo, et ce, dans des

lighées et tumeurs BRCAYT et BRCAMYT,

4.1 Administration des PARPis en combinaison avec la chimiothérapie

Les inhibiteurs de PARP sont les seuls agents thérapeutiques ciblés chez les patientes avec
un CSTN avec une mutation germinale BRCA1/2 (219, 221, 222). De plus, de récentes
études ont démontré des taux de réponse similaires aux traitements des PARPis chez les
patients présentant des mutations BRCA germinales et somatiques (255, 256).
Cependant, des réponses plus durables seront probablement obtenues si les PARPis sont
utilisés en combinaison avec un autre agent endommageant I'ADN comme le
carboplatine. De plus, bien que les PARPis ont été initialement développés et étudiés dans

le cas de cellules porteuses d’'une mutation BRCA1/2, les PARPis auraient également un
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effet chez les cellules BRCAWT (207, 211). En effet, au sein du laboratoire, nous avons
identifié la synergie de la combinaison du talazoparib et du carboplatine administré en
simultané dans 92,3 % des lignées cellulaires du CSTN comprenant les sous-types BRCAMUT

et BRCAVT (Annexe Figure 1).

4.2 Justification et implications de la stratégie de dosage

Le schéma de traitement pour les expériences in-vivo fut basé d’aprés Shen et al., portant
sur un schéma posologie composé d’une dose, donc d’une seule journée de carboplatine
et de neuf jours continus de talazoparib sur un modeéle de xénogreffe d’implantation de
fragments tumoraux sous-cutanés (247). Cependant, chez les patients, I'un des problémes
liés a la combinaison en simultanée et continue du talazoparib et du carboplatine s'est
avéré étre la toxicité hématologique (238). La justification de notre stratégie de dosage
en séquentiel était principalement basée sur I'étude de Lee et al., qui a démontré qu'un
prétraitement avec du carboplatine peut augmenter I'absorption cellulaire et la clairance

de I'olaparib, améliorant ainsi I'efficacité et la toxicité de cette combinaison.

Cependant, de plus récents essais cliniques qui ont utilisé les PARPis ont démontré une
meilleure efficacité ainsi qu’une diminution de la toxicité lorsque utilisés en combinaison
et plus précisément lors d’un schéma posologique en intermittent et séquentiel (4). Dans
ces essais il a été entre autres démontré que le véliparib, le PARPi le moins puissant,
apportait un avantage supplémentaire a la chimiothérapie standard uniquement a des
doses plus élevées et avec un schéma posologique en séquentiel. Dans ces derniers
schémas, le veliparib a été administré pendant 2 jours, suivi de carboplatine (1 dose
chaque 21 jours), avec une administration totale de veliparib pendant 7 jours dans le
premier cycle (3). Par conséquent, le dosage que nous avons utilisé dans notre étude a

une forte application clinique.
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4.3 Croissance tumorale

Nos résultats ont montré que par rapport au groupe contréle, les combinaisons de
traitement en simultanée et séquentielles inhibent plus fortement la croissance tumorale
des souris, et ce, dans les trois modeéles de xénogreffes, qu’elles soient BRCAMYT ou
BRCAWT. Cependant, aucune différence significative ne s’est vue entre I'administration
simultanée et I'administration en séquentielle des deux agents. Ceci est similaire a ce que
notre laboratoire a également démontré en utilisant un test in-vitro de chimiosensibilité

de 10 jours (Annexe Figure 2).

4.4 Toxicité in-vivo

Par rapport a la toxicité de nos stratégies de traitements, dans les trois modéles,
I'approche de la combinaison en simultanée a démontré une tendance a avoir la plus
grande perte de poids, et donc la plus grande toxicité par rapport aux approches
séquentielles. Dans le modéle BRCAMYT, MX1, I'approche séquentielle ou le carboplatine
est administré en premier (C2>T), n’a entrainé aucun changement significatif de poids,
suggérant qu'il s'agit de I'approche la moins toxique. Cependant, pour le modéle BRCAWT,
MDAMB231, la plus faible variation de poids s’est vue avec I'approche séquentielle ou le
talazoparib est administré en premier (T->C), s’"accompagnant également d’une toxicité
hématologique plus faible. En effet, dans la lignée MDAMB231, la plus faible diminution
du nombre de globules blancs, des neutrophiles et des taux d'hémoglobine s’est aussi vue

avec I'approche (T2>C).

Par contre, une réduction statistiquement significative du nombre de globules blancs et
de neutrophiles a été observée dans le modéle MX1, mais aucune différence
statistiquement significative pour le modéle BRCAWT, MDAMB231, avec la méme période
de récupération apres la fin du traitement. Ce phénoméne a été démontré en autre par
un essai clinique de phase | ou les patients ont recus des doses initiales de talazoparib en

combinaison simultanée avec le carboplatine et les résultats de toxicité hématologiques
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étaient de moindre ampleur chez les patients BRCAYT en comparaison aux patients

BRCAMUT (238).

Par conséquent, ces derniers résultats suggérent qu'une approche séquentielle C>T
pourrait avoir un meilleur profil de toxicité dans le contexte BRCAMYT alors que I'approche
T->C serait mieux dans le contexte BRCAW'. En effet, les modélisations de la toxicité
pharmacocinétique suggérent que la combinaison d’un PARPi et de la chimiothérapie
peut étre optimisée par un dosage pulsé (introduisant des périodes sans talazoparib) avec
une attention particuliére au contexte des patients BRCAMYT ou BRCAWT (238). Etant
donné que les lignées cellulaires BRCAMYT ou BRCAYT n'ont pas montré d'expression
génique altérée baseline des chimiokines (données non présentées), il est plausible que
ces tumeurs aient des influences altérées sur le microenvironnement, entrainant une
libération altérée de chimiokines pro-inflammatoires. En effet, il a été démontré que les
tumeurs BRCAVT évoquent un schéma distinct de chimiokines et de microenvironnements
immunitaires par rapport aux tumeurs BRCAMYT dans les organoides du cancer de I'ovaire
et les échantillons de patients (257-259). Fait intéressant, l'inactivation de génes de
recombinaison homologues, tels que BRCA1/2 ou FANCD2, a été associée a une sécrétion
accrue de cytokines pro-inflammatoires, telles que CXCL10, CCL5 et TNF-alpha (260). Par
conséquent, puisque la chimiothérapie peut également favoriser les chimiokines pro-
inflammatoires, induisant une toxicité organique (261) et qu’il a été démontré que les
PARPis atténuent les réponses inflammatoires (262), il est plausible que l'approche
séquentielle d’'un PARPi et du carboplatine permette une plus grande réduction de la

réponse inflammatoire, entrainant une diminution de la toxicité.

4.5 Migration/invasion cellulaire in-vitro et métastases a distance in-vivo

Etant donné que les PARPis sont impliqués dans I'inhibition de la progression tumorale,
intervenant a plusieurs stades de la cascade métastatique (182), nous avons décidé

d’évaluer I'impact du talazoparib et du carboplatine en monothérapie ainsi qu’en
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combinaison, sur les événements de migration et d’invasion in-vitro ainsi que sur les

métastases a distance in-vivo.

Dans de précédentes études, il a été rapporté qu’en administrant des traitements de
chimiothérapie aux patients, leurs niveaux de protéine PARP1 diminuaient et donc
I"utilisation ultérieure d’un PARPi comme dose d’entretien pouvait probablement éluder
sa réponse potentielle (263, 264). Cependant, ici nous démontrons que I'administration
d’un PARPi en premieére ligne de traitement avant la chimiothérapie serait une approche
plus efficace. En effet, a la lumiére des résultats il est possible de voir que les approches
de combinaison en séquentielle ont démontré la plus grande inhibition de la migration,
de l'invasion et des métastases a distance en utilisant la lignée cellulaire et le modéle de
xénogreffe MDAMB231. En effet, in-vitro, la stratégie de combinaison T->C a démontré
la plus grande réduction de la migration et de l'invasion cellulaire a 70,4 % et 56,9 %
respectivement en comparaison au contréle. De plus, le traitement séquentiel T>C a
significativement plus inhibé la migration par rapport a la combinaison administrée en
simultanée (T+C). Par rapport a la mortalité cellulaire suite aux traitements pouvant avoir
un impact sur ces résultats, il est important de mentionne que notre laboratoire avait
effectué une expérience de cytométrie en flux qui évaluait le % de cellules cl-caspase 3+,
et il n'y avait aucunes différences statistiquement significatives identifiée entre les
groupes de traitement aprées 24h de traitement (données non présentées). Nous avons
également quantifié le nombre de cellules aprés 24h de traitement. Bien qu'il y ait eu des
tendances avec des nombres de cellules inférieurs identifiés avec les stratégies
combinées, aucune différence statistiquement significative n'a été identifiée entre les
approches combinées (données non présentées). Comme effectué précédemment, nous
avons systématiquement fait un compte cellulaire pour pouvoir normaliser les résultats

sur le nombre de cellules restantes.

In-vivo, les résultats sont trés similaires dans le sens ou les approches séquentielles ont
entrainés la plus grande inhibition des métastases pulmonaires et hépatiques et plus

particulierement le traitement T->C. Cependant, ’hypothése émise de I'effet bénéfique
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de I'administration antérieure de chimiothérapie suivie d’un PARPi pour les expériences
in-vitro ne semble pas se traduire dans les expériences in-vivo. En effet, en comparaison
aux expériences in-vitro, I'inhibition fut de moindre ampleur surtout pour le traitement
en séquentiel ou le carboplatine fut administré en premier (C>T). Cela pourrait étre
expliqué par I'action de certains facteurs influencant le TME et qui pourraient jouer un
role dans l'inhibition de la propension métastatique in-vivo. En effet, il a été vu que les
interactions entre les composants cellulaires et structurels du TME permettent aux
cellules cancéreuses de devenir invasives et de se disséminer du site primaire vers des

sites distants (265).

Par apreés, il était intéressant de voir comment la modulation du dosage du talazoparib et
du carboplatine pouvait affecter les événements de migration cellulaire, et ce, sur la
lignée MDAMB231, dans I'objectif de trouver le dosage optimal de ces deux agents pour
cette lignée spécifique. Suite a nos résultats, il fut possible de constater la présence d’une
relation négative entre 'augmentation de la dose et I'inhibition de la migration, et ce,
autant dans le cas de la modulation des concentrations de carboplatine que de
talazoparib en tant qu’agents uniques. De plus, dans le cas du talazoparib, cette tendance
semble se suivre lorsqu’administrée en combinaison avec le talazoparib. Cependant, dans
le cas du carboplatine, 'augmentation de sa concentration lorsque administré en
combinaison avec le talazoparib résulte en une plus faible diminution de la migration et
plus spécifiguement lorsque les deux agents sont administrés en méme temps (T+C).
Plusieurs facteurs pourraient expliquer ce phénomeéne, notamment s’il y a des dommages
a ’ADN menant a I'arrét du cycle cellulaire (266). Cela activerait par la suite des fonctions
régulatrices du cycle cellulaire (EXCERF) chez certaines protéines telles que p27(kip1),
p57(kip2), le complexe/cyclosome promoteur d’anaphase (APC/C) et la cycline E (266).
Or, la protéine p27(kip1) est connue pour inhiber la voie Rho, qui elle, est composée de
régulateurs critiques du cytosquelette d’actine et de la migration cellulaire (266). En effet,
chacun des membres de la famille Rho ont des roles spécialisés dans la migration cellulaire

et leurs roles dans la formation de fibres de stress et d'adhérences focales peuvent
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conduire a une inhibition de la migration cellulaire en augmentant I'adhérence cellulaire

a son substrat et en empéchant le renouvellement de I'adhérence focale (266).

Ainsi, pour la lignée MDAMB231, il semblerait que de bons candidats seraient d’une part
lorsque le carboplatine est modulé a la baisse a 5uM tout en gardant les niveaux de
talazoparib stables a 0,25uM et d’autre part lorsque le talazoparib est modulé a la hausse
a 0,5uM tout en gardant le carboplatine stable a 10uM. Cependant, la combinaison
composée d’une forte dose de talazoparib (0,5uM) et d’une faible dose de carboplatine
(5uM) s’est avérée moins efficace que la combinaison vue précédemment composée du
talazoparib a 0,5uM tout en gardant le carboplatine a 10uM (N = 1). En effet, par rapport
au contréle, pour la combinaison talazoparib 0,5uM/carboplatine 5uM, I'approche T+C a
seulement inhibé la migration cellulaire de 10% (P<0,05) et pour l'approche T->C,
I'inhibition fut de 58% (P<0,001) (Figure 3 en annexe). Ainsi, bien que ces résultats soient
préliminaires, cela suggére que méme avec une concentration plus faible de carboplatine,
un bénéfice est observé avec une administration séquentielle. Cela pourrait avoir des
implications cliniques dans lesquelles des avantages pourraient encore étre observés si la

dose de carboplatine doit étre réduite chez les patients en raison de la toxicité.

4.6 Effets des PARPis sur I’expression de chimiokines

Les chimiokines jouent un réle prépondérant a plusieurs étapes clés de la cascade
métastatiques et il fut donc intéressant de voir quel était I'effet de nos traitements sur
I’expression de celles-ci (110-114). Suite au tableau de chimiokines, une d’entre elles fut
plus amplement évaluée, MCP-1/CCL2, dont les niveaux étaient les plus régulés a la baisse
avec la combinaison T=>C. MCP-1/CCL2 est membre de la famille des chimiokines C-C.
Cette derniére améliore la perméabilité vasculaire, entraine la migration et l'invasion, et
est impliquée dans le cheminement des cellules cancéreuses au site métastatique (182,
252). De plus, des résultats émergents indiquent une concentration considérable de MCP-
1/CCL2 dans le tissu tumoral (y compris les cellules cancéreuses, les monocytes et les

fibroblastes associés au cancer), suggérant que la présence de cette chimiokine peut
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contribuer a la propagation de la tumeur et a la formation de niche pré-métastatique
(165, 267). Finalement, il a été démontré que MCP1/CCL2 est un marqueur associé au
CSTN et peut jouer un réle clé dans la progression de la maladie de ce type de cancer

(253).

Il a déja été démontré que l'inactivation de PARP1 réduisait de maniere significative les
niveaux de MCP-1/CCL2 (252). Nous avons montré que le carboplatine en tant qu’agent
unique a augmenter les niveaux de MCP-1, et ce, dans les deux lignées. De plus,
I’'administration antérieure d’un inhibiteur de PARP suivi du carboplatine a démontré une
diminution de I'expression de MCP-1 en comparaison a I'administration en simultané des
deux agents. Ainsi, ces résultats suivent bien ce qui a déja été publié sur le fait que le
carboplatine régule positivement MCP-1 et que le blocage de ce dernier améliore
I'efficacité antitumorale du carboplatine (167, 268). Ce phénomeéne s’explique par le fait
gue la chimiothérapie augmenterait I'expression de chimiokines ayant des activités pro-
métastatique et résultant donc en une augmentation de la migration et des métastases a
distance (269-271). En effet, il a été démontré que MCP-1 était régulé positivement dans
le cancer de l'ovaire, autant in-vitro que in-vivo, aprés I’'administration de chimiothérapie
(268). Cette étude a méme fourni des preuves de voies qui semblent étre impliquées cette
modulation de MCP-1 apreés la chimiothérapie (268). L'une d’elles serait le résultat d'une
réponse de survie initiée au niveau de la transcription pour attirer les macrophages vers
le site tumoral. En effet, étant donné que les macrophages associés aux tumeurs sont
connus pour faciliter les métastases (272), il est probable que la régulation peut se
produire en tant que réponse de survie a la chimiothérapie (268). De plus, dans les
cellules normales telles que I'endothélium, la production de MCP-1 s’est vue régulée a la
hausse par les signaux inflammatoires (NF-kB) et les ROS. Or, le traitement au
carboplatine peut augmenter les ROS par une voie dépendante de la P53/NADP oxydase
(273). Ainsi, cette augmentation de chimiokines résulte en une augmentation de la
migration et des métastases a distance, comme il a été vu dans cette étude que
I’expression de CCL2 est corrélée a un mauvais pronostic et a une maladie métastatique

dans le cancer du sein humain (112).
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D’autre part, les PARPis inhibent I’expression de ces chimiokines pro-métastatiques (252).
En effet il a été vu que l'inactivation de PARP1 et I'inhibition médiée par un inhibiteur de
PARP1 ont montré des niveaux réduits de transcription de MCP-1/CCL2 dans les cellules
du cancer du sein (252). Ainsi, le prétraitement avec le talazoparib peut réguler a la baisse

les niveaux de MCP-1, améliorant ainsi le potentiel anti-migration du carboplatine.

Cependant, il est fort probable que plusieurs chimiokines contribuent a I'inhibition de la
migration et non pas seulement MCP-1 étant donné que I'ampleur de la réduction de son
expression est inférieure a I'ampleur de la réduction de la migration avec différentes
approches de combinaison de traitements. Nous avons également identifié d'autres
chimiokines telles que CXCL1 et CXCL12 qui se sont avérées modulées par PARP1 (274,
275). De plus, il a été démontré que PARPi activerait les fibroblastes stromaux, entrainant
une sécrétion accrue de chimiokines, dont MCP-3, qui est I'une des chimiokines que nous

avons également identifiées dans notre panel (276).

4.7 Directions futures

Pour complémenter ces derniers résultats, comme futures directions, il serait
indispensable de mieux comprendre comment les inhibiteurs de PARPs en tant qu'agent
unique et en traitement séquentiel, en association avec le carboplatine, impactent la
migration cellulaire. Il serait probable de penser que le profilage de I'expression génique
de la lignée cellulaire MDAMB231 apreés le traitement pourrait identifier les changements
dans I'expression génique pouvant rendre les cellules plus sensibles a la combinaison des

deux agents.

Par la suite, pour mieux comprendre l'implication de la chimiokine MCP-1/CCL2 dans
I'administration combinée en simultané et en séquentiel des deux agents, une des
prochaines étapes du projet pourrait étre la création de lignées du CSTN sensible de I'un

ou l'autre des récepteurs de MCP-1/CCL2 et implantable dans le modéle murin.
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Finalement, il serait intéressant de mieux déceler sur quelle partie de la cascade
métastatique I'association d’'un PARPi et du carboplatine fonctionne-t-elle. Une des
options serait d’effectuer une immunohistochimie (IHC) permettant de mieux
comprendre I'impact de I'expression des chimiokines dans le TME. Pour ce faire, nous
avons justement une tumeur primaire provenant de xénogreffes orthotopiques qui
pourrait étre utilisée pour cela. Une deuxiéme option serait d’effectuer des expériences
in-vivo permettant de mieux déméler I'impact de la combinaison des deux agents sur
I'angiogenése, les chimiokines circulantes et I'expression des chimiokines au niveau du

site métastatique distant.

4.8 Conclusion

Etant donné que le cancer du sein est une maladie trés hétérogéne, le traitement est
complexe et impligue souvent plusieurs modalités thérapeutiques, telles que la
chimiothérapie, la chirurgie et la radiothérapie. Les inhibiteurs de PARP combinés a la
chimiothérapie semblent étre une stratégie de traitement efficace au niveau des
événements de migration et d'invasion in-vitro mais aussi sur la croissance tumorale, la
toxicité et le développement de métastases a distance in-vivo. Ici, nous avons fourni une
analyse préclinique compréhensive de la combinaison de talazoparib et de carboplatine
dans le CSTN. De plus, de récentes études ainsi que nos données suggérent que la
sensibilité des PARPi n'est pas limitée au cancer du sein avec mutations BRCA. En effet,
nos expériences ont démontré un impact significatif de la combinaison dans les lignées
cellulaires BRCAWT et BRCAMVT sur la migration et l'invasion in-vitro, ainsi que sur la

croissance tumorale primaire et les métastases a distance in-vivo.

De plus, il a été vu que bien que la séquence d'administration n'ait pas d'impact sur la
prolifération ou la croissance tumorale, I'administration séquentielle du talazoparib et du
carboplatine peut diminuer la toxicité et offrir une plus grande inhibition des métastases
a distance. Nos séquences de traitements proposées pourraient donc aider a l'avenir a
enquéter sur les essais cliniques lors de l'utilisation des inhibiteurs de PARP en

combinaison et plus précisément sur les événements métastatiques dans les CSTN. Cela
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pourrait permettre aussi de diminuer l'utilisation de la chimiothérapie (autre que le
carboplatine) chez les patientes CSTN, ce qui diminuerait les effets secondaires qui y sont
associés ainsi que la résistance acquise. Finalement, I’étude du réle des chimiokines dans
les processus métastatiques est de plus en plus étudiée et pourrait potentiellement ouvrir

beaucoup de portes pour de futurs traitements en lien avec les PARPis.
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Figure 1. Le talazoparib agit en synergie avec le carboplatine dans la plupart des lignées
cellulaires du CSTN. Valeurs IC50 pour (A) le talazoparib et (B) le carboplatine dans les lignées
cellulaires du CSTN. Les données représentent la moyenne +/- SEM. L'effet de la combinaison du
talazoparib et du carboplatine est démontré en (C) par des valeurs d'indice de combinaison
rapportées a un FA (fraction affectée) de 0,5. Sous chaque lignée cellulaire se trouve l'indice de
réduction de dose (DRI) pour le talazoparib et le carboplatine qui évalue la mesure a laquelle la
dose d’un des agents de la combinaison peut étre réduite pour atteindre des niveaux d’effet
comparables ceux obtenus avec I'agent seul. Les barres/points verts représentent les lignées
cellulaires BRCAWT, et les barres/points roses représentent les lignées cellulaires BRCAMUT,
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Figure 2. Test de chimiosensibilité sur 10 jours. La chimiosensibilité a été évaluée sur 10 jours
et sur 4 lignées du CSTN, HCC1806, MDAMB231, HCC1143 et MX1. La survie cellulaire a donc été
évaluée et est représentées en pourcentage du controle. Les données représentent la moyenne
+/- SEM.
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Figure 3. Combinaisons du talazoparib et du carboplatine sur la migration cellulaire dans
la lignée MDAMB231. Ce graphique a barres représente la moyenne +/- SEM du nombre de
cellules MDAMB231 qui ont migré a travers la membrane de la chambre de Boyden. Une ANOVA
avec post-test pour des comparaisons multiples a été réalisée. ***P<0,001 ; *P<0,05.
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