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il

SOMMAIRE

Le PCK3145 est un peptide de 15 acides aminés inhibant la sécrétion de MMP-9 et
démontrant une activité anti-tumorale contre le cancer de la prostate. Comme les
cancers hématologiques sécrétent MMP-9, nous avons donc évalué I’effet du PCK3145
sur ces cancers. Nous avons démontré que les lignées humaines de lymphome non-
Hodgkinien (LNH) SR et de myélome multiple RPMI-8226 ainsi que la lignée murine
de mastocytome P815 ont une prolifération réduite suite a une exposition au PCK3145.
Ce peptide diminue également la clonogénicité¢ de ces cellules. In vivo, le PCK3145
diminue significativement la croissance des tumeurs sous-cutanées P815
comparativement au PBS (p<0.001) et aux peptides contrdles (« scrambled peptide »
(p<0.05) et PCK5266 (p<0.01)). De plus, le traitement au PCK3145 diminue le nombre
de métastases au niveau du foie par rapports aux controles (p<0.05). Les niveaux de
MMP-9 dans le sang des souris traitées au PCK3145 sont similaires a ceux dans le sang
des souris sans tumeur. Par contre, chez les souris recevant le PBS ou le « scrambled
peptide », les niveaux de MMP-9 étaient significativement plus élevés que dans les
souris sans tumeur et les souris traitées au PCK3145 (p<0.05). De surcroit, dans un
modele de xénogreffe, le PCK3145 diminue significativement la croissance des
lymphomes SR par rapport au PBS (p<0.01) et au « scrambled peptide » (p<0.001). Ces
résultats indiquent que le PCK3145 posséde une activité anti-tumorale et pourrait
représenter un agent intéressant pour le traitement de plusieurs cancers hématologiques.

Mots clés : Lymphome non-Hodgkinien, myélome multiple, mastocytome, leucémie,
matrice métalloprotéinase-9 (MMP-9), métastase, angiogénése, xénogreffe.
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ABSTRACT
PCK3145 has been shown to exert anti-tumor activity against prostate cancer cells. In a
Phase I clinical study, this peptide demonstrated low toxicity. To determine whether
PCK3145 could exert cytotoxic activity against other marrow infiltrating cancers, we
tested its activity against hematologic cancers. Interestingly, PCK3145 inhibited the
proliferation of human NHL (SR) and myeloma (RPMI-8226) cell lines and murine
mastocytoma (P815) cell line in vitro. Moreover, PCK3145 reduced the clonogenicity
of these cell lines. To explore its activity in vivo, DBA/2 mice were injected with P815
cells. PCK3145 treatment significantly decreased P815 tumors growth in comparison to
PBS (p<0.001), scrambled peptide (p<0.05) and PCK5266 (amino acids 52-66 of PSP-
94) (p<0.01). Intraperitoneal PCK3145 treatment led to a decreased number of liver
metastasis compared to PBS (p<0.05) and scrambled peptide (p<0.05). MMP-9 levels,
measured by ELISA, in the peripheral blood of treated P815 bearing mice were similar
to those obtained with healthy animals (12.83£1.890 (meantSD) ng/ml and 6.48+0.4070
ng/ml, respectively), while MMP-9 levels were elevated in mice treated with PBS and
scrambled peptide (35.12+8.559 ng/ml and 22.60+3.944 ng/ml, respectively; p<0.05). In
NOD/SCID mice PCK3145 treatment resulted in significant inhibition of human NHL
SR growth compared to treatment with PBS (p<0.001) and scrambled peptide (p<0.01).
Consequently, treatment with PCK3145 can reduce tumor cell proliferation of murine
and human hematologic cancers. In addition, PCK3145 has the potential to inhibit
tumor cells dissemination by lowering MMP-9 secretion. Thus, PCK3145 represents a
unique peptide demonstrating sequence-specific anti-tumor activity hematologic
malignancies.

Key words : Non-hodgkin’s lymphoma, multiple myeloma, mastocytoma, leukemia,
matrix metalloproteinase-9 MMP-9, metastasis, angiogenesis, xenograft model.
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INTRODUCTION



1. Le cancer

Selon les statistiques prévues pour 1I’année 2008, 40 % des femmes et 45 % des hommes
seront atteints d’un cancer au cours de leur vie au Canada.' Le cancer est devenu la
cause premiere de mortalité au Canada, entrainant désormais plus de déces que les
maladies cardiovasculaires.” Les cancers se caractérisent par une prolifération anormale
et trés rapide des cellules qui envahissent leur tissu d’origine et peuvent méme envahir
d’autres organes.’ Un cancer est initi¢ quand une mutation survient dans un géne qui a
le potentiel de contribuer a la formation d’un cancer et qui devient alors un oncogene.
L’activation d’un oncogeéne entraine des modifications qui peuvent conduire a une
capacité de prolifération accrue des cellules. Les cellules peuvent également se
transformer en cellules malignes quand une mutation survient dans un geéne suppresseur
de tumeur qui devient alors inactif et qui ne peut plus effectuer son role protecteur dans
la cellule.*” Les cellules subissent alors une succession de changements génétiques qui
leur conférent des avantages de croissance et qui ménent progressivement a la
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conversion de cellules normales en cellules malignes.®’

1.1 Caractéristiques des cellules cancéreuses

Toutes les cellules de mammifere possédent une machinerie similaire qui régule leur
prolifération, leur différenciation et leur mort. Chez les cellules cancéreuses, les
mutations modifient le fonctionnement de cette machinerie ce qui leur confére des

propriétés qui les différencient des cellules saines de 1’organisme.



D’abord, les cellules deviennent indépendantes des signaux de croissance c’est-a-dire
qu’elles peuvent croitre spontanément sans en recevoir le message. Elles deviennent
¢galement insensibles aux signaux inhibiteurs de croissance ce qui favorise leur
prolifération. Ainsi, les cellules transformées perdent la capacité de communiquer avec
leurs cellules voisines et leurs activités sont indépendantes des besoins physiologiques
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de leur organe d’origine.

Les cellules cancéreuses possedent €galement un potentiel de division sans limites.
Cette derniere capacité est possible puisque les cellules cancéreuses deviennent
résistantes a la mort programmée des cellules; I’apoptose.® Les cellules qui sont
sénescentes ou qui comportent des anomalies génétiques et qui sont nuisibles au
fonctionnement de I’organisme sont normalement éliminées par ce procédé qui assure
1’équilibre au sein des tissus.” L’apoptose est régulée par deux types de facteurs ; des
facteurs qui détectent les conditions intracellulaires et extracellulaires ou la mort
cellulaire est requise et des facteurs qui exécutent et induisent 1’apoptose.® Les cellules
cancéreuses acquicrent leur résistance par des mutations dans les génes régulateurs de
I’apoptose (p53), par I’activation de signaux de survie (PI3K/AKT) et par I’élévation de
I’expression de facteurs anti-apoptotiques (Bcl-2) ce qui rend trés difficile leur
¢limination.'*"?

De plus, les cellules malignes ont la capacité d’induire I’angiogénese, c’est-a-dire la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins & partir de ceux qui sont préexistants.®

L’angiogénése permet 1’apport des nutriments et de Ioxygéne vers les tumeurs."



Puisque les cellules proliferent de manicre incontrolée, elles s’accumulent et forment
une masse appelée tumeur qui envahit peu a peu son tissu d’origine. Par la suite, les
cellules malignes peuvent également quitter la tumeur primaire et ainsi former des
métastases qui sont des foyers cancéreux secondaires dans d’autres organes.® Pour ce
faire, les cellules malignes peuvent se mettre a exprimer des molécules qui favorisent
I’invasion tumorale comme des molécules d’adhésion qui facilitent 1’extravasation,
c’est-a-dire le passage a travers les vaisseaux sanguins, et la migration vers des organes
spécifiques. Elles produisent aussi des enzymes qui dégradent les membranes basales
telles les métalloprotéinases 2 et 9 (MMP-2 et MMP-9) qui ont la capacité de faciliter la
migration des cellules cancéreuses. De plus, elles sécrétent des molécules favorisant

I’angiogénése telles que le « vascular endothelial growth factor » (VEGF).'*'°

1.2 Les métalloprotéinases

La dégradation de la matrice extracellulaire est essentielle pour plusieurs processus
physiologiques pendant le développement, la croissance et la réparation des tissus.
Cependant, une protéolyse excessive participe a plusieurs pathologies comme 1’arthrite

rhumatoide et I’ostéo-arthrite.'”'®

Les enzymes protéolytiques sont fortement associés a
I’invasion tumorale, a la dissémination des métastases et a I’angiogénése, car ces
processus nécessitent une dégradation controlée des membranes basales et des
constituants de la matrice extracellulaire. Une augmentation de I’expression des
matrices métalloprotéinases (MMPs) a d’ailleurs été observée dans plusieurs cas de
cancers.'”? Ces protéases sont considérées comme étant critiques pour le

développement de métastases.”’ L’expression de différents types de MMPs conduit a

I’apparition de métastases qui proviennent de sous populations de la tumeur primaire



ayant acquis des altérations génétiques favorables a la dissémination.'>** Ces altérations
génétiques se situent principalement au niveau des geénes des enzymes dégradant la
matrice extracellulaire, des facteurs de transcription, des geénes codant pour les
molécules d’adhésion ou pour des genes permettant 1’expression de récepteurs de
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surface.

La famille des MMPs comprend 17 enzymes qui posseédent un noyau de zinc et qui
exercent une activité endopeptidasique, c’est-a-dire qu’elles hydrolysent les protéines.
Collectivement, elles sont capables de dégrader tous les composants des matrices

extracellulaires.'®%

La plupart des MMPs sont d’abord sécrétées sous leur forme de
précurseurs (zymogene) et doivent étre activées dans ’espace extracellulaire pour

qu’elles puissent exercer leur activité enzymatique.

Dépendamment de leur substrat respectif et de leur structure, les membres de la famille
des MMPs se classifient en sous-groupes de collagénases, de stromélysines, de
gélatinases, de MMPs membranaire et des autres MMPs. Les collagénases MMP-1,
MMP-8 et MMP-13 dégradent surtout les protéines de structure comme le collageéne.
Les stromélysines MMP-3, MMP-10, MMP-7 et MMP-12 participent a la protéolyse
des composants de la membrane basale tels que le collagene de type IV, la fibronectine
et 1’¢lastine. Les gélatinases MMP-2 et MMP-9 possédent une grande quantité de
substrats tels que la gélatine, la laminine et le nidogéne. MMP-2 est également reconnue
pour activer MMP-9 et MMP-13 quand elles sont sous forme de zymogene. Les MMPs

membranaires comportent quatre types d’enzymes. Elles dégradent les collagénes de



type I, II et III, la gélatine, la fibronectine, la laminine et la vitronectine. De plus, MT1-
MMP sert de récepteur membranaire pour la forme non activée de MMP-2 et de
I’inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases (TIMP-2). MT1-MMP et MT2-MMP
activent MMP-2 a la surface cellulaire. Cet enzyme est également impliqué dans le
clivage de certaines molécules d’adhésion, dont le CD44, et peut également favoriser la

migration cellulaire.**

L’activit¢ des métalloprotéinases dans 1’espace extracellulaire est spécifiquement
inhibée par des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs) qui s’associent au
site de liaison de zinc des MMPs activées. Ils peuvent avoir des effets stimulants sur la

croissance cellulaire et TIMP-1 et 3 ont des effets anti-angiogéniques.

1.2.1 MMP-9 et invasion tumorale
Parmi les différentes MMPs, plusieurs sont associées a la progression du cancer, a un

moins bon pronostic et a la formation de métastases comme les MMP 1, 2, 3, 7,9, 13 et
14."° Pendant les étapes initiales de I’invasion tumorale, des cellules malignes
acquierent des propriétés leur permettant de dégrader activement la matrice
extracellulaire entourant la tumeur. Les MMPs, en particulier MMP-9, sont grandement

impliquées pendant cette premiére étape de la cascade métastatique.*

D’abord, dans un mod¢le de cancer de la prostate, la régulation a la baisse de MMP-9
entraine une diminution de croissance de la tumeur primaire et méme une régression de
la tumeur a été observée dans la moitié des animaux traités.*® Puis, dans un mod¢le de

tumeurs cutanées induites chimiquement, les tumeurs bénignes n’expriment pas MMP-9



alors que les tumeurs malignes invasives démontrent une expression élevée de cette
métalloprotéinase.27 De plus, I’¢lévation dans le sang périphérique de MMP-9 est liée a
une progression rapide du cancer, a une diminution de la survie et a la présence de
métastases chez les patients atteints de mélanomes.*® Par ailleurs, dans un modéle de
cancer du sein chez le rat, les niveaux ¢élevés de MMP-9 dans le sérum sont associés au
développement de métastases dans les poumons et les ganglions lymphatiques.” De
méme, dans un modele murin de cancer du sein spontané, MMP-9 a été identifiée
comme étant la seule métalloprotéinase dont 1I’expression est corrélée avec la signature
métastatique des cellules dérivées de la tumeur primaire.’® Egalement, un potentiel
métastatique élevé a été associé avec une surexpression de MMP-9 dans un modele
d’ostéosarcome chez le rat.*' Finalement, dans un modéle de sarcome chez le rat, la
destruction de I’ARN messager de MMP-9 entraine une perte de la capacité
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métastatique au niveau des poumons.

MMP-9 permet non seulement aux cellules invasives de quitter la tumeur primaire, mais
aussi de pénétrer les vaisseaux sanguins pour pouvoir circuler dans le sang afin
d’atteindre les tissus ou elles formeront les métastases.” Cependant, les cellules
circulantes sont alors vulnérables et peuvent étre ¢éliminées par les cellules
immunitaires.** Dans ce cas, MMP-9 joue un role protecteur des cellules tumorales en
supprimant la prolifération des lymphocytes T par la liaison au récepteur IL-2Ra.> Les
cellules stromales peuvent, elles aussi, sécréter MMP-9 et ainsi favoriser la formation

: : : : 36
spontanée de métastases dans certains organes distants comme les poumons.” Les



cellules tumorales sécrétant MMP-9 ont, quant a elle, des capacités migratoires

accrues.37

De plus, dans des modéles murins de cancer du poumon et de mélanome, il a été
démontré que les cellules malignes migrent vers des sites préformés et forment ainsi des
métastases. Les cellules de ces niches surexpriment MMP-9 qui dégrade la membrane
basale et favorise la libération du VEGF et de kit-ligand soluble qui induit
I’inflammation.*® La sécrétion de MMPs contribue & la dissémination des métastases en
altérant le micreenvironnement qui devient alors plus attirant pour les cellules tumorales
circulantes. Suite a leur extravasation, les MMPs soutiennent la survie et la croissance

du foyer métastatique.

D’autre part, la progression du cancer et les métalloprotéinases sont associées de pres
avec l'inflammation. En effet, le role des cellules inflammatoires qui incluent les
macrophages, les neutrophiles, les mastocytes, les cellules dendritiques et les
lymphocytes T est bien établi dans I’initiation du cancer et dans sa progression.”* Les
cellules tumorales sécrétent plusieurs facteurs pro-inflammatoires et des
métalloprotéinases qui attirent les cellules inflammatoires vers le site de développement

N 39
de la tumeur primaire et de I’angiogénese.

L’implication des MMPs dans le processus d’angiogénése est bien documentée.
L’angiogénése est reconnue comme étant importante pour soutenir la croissance des

tumeurs primaires jusqu’a ce qu’elles atteignent une grosseur favorisant I’invasion et est



impliquée dans le développement des métastases.*” Parmi les mécanismes qui induisent
I’angiogénese, MMP-9 est un facteur crucial qui entraine 1’activation des vaisseaux
sanguins quiescents.”’ La capacité de MMP-9 & recruter des cellules inflammatoires
favorise également I’angiogénése puisqu’elle permet le recouvrement des vaisseaux
sanguins nouvellement formés par des péricytes. Ces derniéres cellules stabilisent les
nouveaux capillaires, modulent la perméabilité vasculaire et régulent plusieurs fonctions
des cellules endothéliales. Une déficience en MMP-9 entraine une réduction du
recouvrement des nouveaux vaisseaux sanguins par les péricytes, une diminution de la
quantité de cellules inflammatoires recrutées et une angiogénése altérée.*”** MMP-9
peut également contribuer a 1’angiogénese en mobilisant le VEGF et en favorisant sa
liaison avec ses récepteurs (VEGFR-1 et VEGFR-2) ce qui renforce la signalisation

intracellulaire.*'*>4¢

Les MMP-9 participent donc a 1’invasion tumorale en favorisant
les processus de migration, de dégradation des membranes basales, de recrutement de

. . . r \ 15
cellules inflammatoires et d’angiogénese.
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2. Les cancers hématologiques

Le cancer peut prendre naissance dans tous les organes de 1’organisme, mais certains
cancers sont plus fréquents tels que le cancer du poumon, du célon, de la prostate et du
sein.! Parmi les cancers les plus fréquents, on retrouve les cancers hématologiques qui
comprennent les leucémies, les lymphomes non Hodgkiniens (LNH) et les myélomes
multiples (MM). Effectivement, I’incidence de ces cancers est grande puisque les
leucémies se retrouvent au 6° rang des cancers les plus fréquents chez les hommes et au
9° rang chez les femmes au Canada alors que les lymphomes non Hodgkiniens se situent
au 5° et 6° rang pour les hommes et les femmes, respectivement. De plus, les
lymphomes non Hodgkiniens et les leucémies sont au 5° et 6° rang parmi les cancers
entrainant le plus de décés annuellement.' Le myélome multiple, quant & lui, est
toujours incurable et cause de nombreuses pertes de vies humaines.*” Les cancers
hématologiques ont pour origine les cellules du systéeme hématopoiétique matures ou
immatures dont les voies de signalisation intracellulaires sont modifiées ce qui induit

des changements au niveau de la prolifération et de la différenciation.*®

2.1. L’hématopoiése et les cellules hematologiques

L’hématopoiese est le processus par lequel toutes les cellules du sang sont produites a
partir de cellules souches hématopoiétiques qui elles, ont la capacit¢ de
s’autorenouveler et de se différencier (Figure 1).* D’abord, elles donnent naissance a
des progéniteurs myéloides ou lymphoides trés peu différenciés qui possédent plusieurs

caractéristiques de cellules souches.
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La différenciation dans une des deux lignées principales dépend des cytokines et des
facteurs de croissance qui dirigent la prolifération et la maturation des cellules
progénitrices. Ainsi, au fur et a mesure qu’ils s’engagent dans une lignée spécifique, les
cellules deviennent de plus en plus matures et elles deviennent sensibles a des facteurs

. : 50
spécifiques pour leur propre fonctionnement.

La lignée my¢loide donne naissance aux cellules matures suivantes: les globules
rouges, les plaquettes sanguines, les cellules immunitaires comprenant les monocytes-
macrophages, les granulocytes, les cellules dendritiques et les ostéoclastes.”™' Ces
cellules ont des fonctions essentielles ; les globules rouges transportent 1’oxygeéne et le
gaz carbonique,’” les plaquettes sont nécessaires a la coagulation du sang, les
granulocytes et les monocytes/macrophages sont des cellules de I'immunité non
spécifique qui défendent I’organisme contre les agents infectieux, entre autres par la
phagocytose, et les cellules dendritiques ont pour fonction de présenter les antigénes
microbiens et cancéreux aux cellules de I’'immunité spécifique. Les antigénes sont des
fragments de substances étrangeres qui se lient spécifiquement aux récepteurs des
lymphocytes T et aux anticorps (immunoglobulines) produits par les lymphocytes B et
qui permettent de monter une réponse immunitaire contre les cellules ou les agents
infectieux auxquels ils appartiennent. Les lymphocytes proviennent de la lignée
lymphoide de méme que les cellules «natural killer (NK)». Les lymphocytes T
auxiliaires sont responsables d’organiser la réaction immunitaire spécifique en sécrétant
des cytokines et par des contacts cellulaires qui permettent de recruter, d’activer et de

diriger les autres cellules immunitaires tandis que les lymphocytes T cytotoxiques tuent
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les cellules atteintes de virus ou de cancers de maniére spécifique parce qu’elles
: o NPT 50 -

reconnaissent les antigénes exprimés a leur surface.” Puisque les cellules

hématologiques ont des rdles si importants pour le fonctionnement de 1’organisme, une

défaillance de 1’hématopoiése conduit a de trés graves problémes de sant¢ comme de

I’anémie, des hémorragies et des infections.>
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Figure 1 : Hématopoiése et cellules sanguines™
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2.2 Les leucémies

Les leucémies correspondent a une prolifération néoplasique des cellules immatures du
systéme hématopoiétique. Ces cellules hématologiques sont transformées par une
différenciation anormale ou interrompue prématurément. Les cellules leucémiques se
divisent rapidement et s’accumulent dans la moelle osseuse ou elles remplacent
progressivement les cellules hématopoiétiques normales ce qui entraine les symptomes
de la maladie. Les conséquences d’une déficience de la moelle osseuse peuvent affecter
les trois lignées majeures de différenciation et ainsi causer 1’anémie, des hémorragies et
des infections puisque la moelle ne produit plus de globules rouges, de plaquettes et de
cellules immunitaires. Les leucémies se classifient selon leur forme aigué ou chronique
puis se subdivisent selon qu’elles atteignent la lignée myéloide ou lymphoide.” Les
leucémies aigués surviennent quand des progéniteurs hématopoiétiques myéloides
(leucémie myéloide aigu€ ou LMA) ou lymphoides (leucémie lymphoblastique aigué ou
LLA) trés immatures acquiérent des lésions génétiques.”™ Aprés une accumulation
dans la moelle osseuse, les cellules leucémiques (blastes) peuvent quitter celle-ci, se
retrouver dans le sang périphérique, la rate, les ganglions lymphatiques ou le foie et

. . . ’ 55
ainsi constituer des métastases.

Dans le cas des leucémies myé¢loides aigués (LMA), des cellules indifférenciées
proliférent de maniére clonale et accumulent ainsi plusieurs mutations génétiques. Des
cellules souches peuvent étre transformées en cellules leucémiques par des oncogenes
activés. De plus, des cellules progénitrices plus matures peuvent aussi étre transformées

par des translocations chromosomiques en cellules malignes et acquérir une capacité de
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renouvellement infinie, et ce, sans avoir la capacité de se différencier ce qui crée une

accumulation de blastes dans la moelle.*®

Les leucémies lymphoblastiques aigués (LLA) sont causées lorsque des Iésions
génétiques majeures surviennent dans des progéniteurs lymphoides qui sont engagés
dans le processus de différenciation en lymphocytes T ou B.”” Certaines mutations
induisent une capacité infinie d’autorenouvellement et d’autres entrainent un arrét du
processus de différenciation a un stade précis de développement des lymphocytes.”® Les
cellules leucémiques peuvent avoir subi des réarrangements clonaux au niveau des
geénes des immunoglobulines ou au niveau du récepteur des cellules T. De plus, des
oncogeénes majeurs des cellules leucémiques lymphoblastiques sont formés par des
translocations chromosomiques. Les protéines de fusion activent alors des facteurs de
transcription qui controlent la différenciation cellulaire ce qui induit un blocage dans la

. 5758
maturation.””

La leucémie myéloide chronique (LMC) est associée a une translocation
chromosomique impliquant les chromosomes 9 et 22 (t9;22) qui est appelée
chromosome de Philadelphie et qui est observée dans 95 % des LMC.” Par cette
translocation, le proto-oncogene ABL se fusionne avec le « major breaking point cluster
region » (BCR). L’hybride BCR-ABL permet ’expression d’une protéine de fusion qui
augmente ’activité tyrosine kinase impliquée dans plusieurs voies de signalisation
cellulaire.” La leucémie myéloide chronique est caractérisée par un remplacement

progressif des éléments normaux de la moelle osseuse par des cellules myéloides
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matures qui ne répondent plus aux mécanismes qui gouvernent la prolifération des
cellules myéloides normales, ce qui entraine un ratio toujours plus élevé de cellules
leucémiques par rapport aux cellules normales. La pathophysiologie de la LMC peut
étre subdivisée en trois phases: chronique, accélérée et blastique. L’acquisition
d’aberrations chromosomiques supplémentaires diminue la capacité de maturation des
cellules et conduit a une crise blastique qui est atteinte quand il y a plus de 30 % de
blastes dans la moelle. A ce stade, tous les organes sont infiltrés par les blastes et les
patients décedent suite a des saignements, des infections ou des thromboses dans des

53
organes comme les poumons et le cerveau.

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la plus commune en Europe et en
Amérique du Nord et est caractérisée par une prolifération monoclonale de petits
lymphocytes B dans 95 % des cas ou de lymphocytes T dans 5 % des cas.” Un des
signes distinctifs de cette maladie est que les lymphocytes B matures échappent a
I’apoptose et subissent un arrét du cycle cellulaire en phase GO et G1.°' Ces cellules ont
une faible activité proliférative, mais I’inefficacité de I’apoptose et la dérégulation du
cycle cellulaire créent une accumulation de ces cellules dans le sang, la moelle osseuse,
les ganglions lymphatiques et la rate ce qui occasionne un grossissement de ces organes
et une diminution de I’efficacité de la moelle pour produire les cellules sanguines

53,62
normales.”™
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2.2.1 Processus d’invasion et d’angiogénése des leucémies
La circulation des cellules leucémiques implique la dégradation des membranes basales

par le biais d’enzymes catalytiques telles que les métalloprotéinases.”® Les blastes de
leucémie myé¢loide aigué peuvent se disséminer et former des métastases puisque les
cellules leucémiques sont capables de traverser les matrices extracellulaires et de

Lo . .64
penetrer les vaisseaux Sanguins.

Les gélatinases MMP-2 et MMP-9 fortement impliquées dans les processus d’invasion
tumorale sont exprimées par certaines cellules myéloides comme les macrophages.®>*®
Ainsi, quand un blocage survient dans la différenciation de la lignée myéloide, les
cellules ont un important potentiel pour exprimer cette enzyme. De ce fait, MMP-9 est
exprimée par plusieurs lignées cellulaires de leucémie myéloide aigué dont HL-60
(leucémie monocytique aigu€) et des taux élevés de MMP-9 ont été observés dans le
sang périphérique de nombreux patients atteints de LMA.**7 De plus, les cellules
malignes lymphoides T et B peuvent, elles aussi, dégrader la matrice extracellulaire afin
d’envahir d’autres organes en exprimant les métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9.®
Au moment du diagnostic, les patients atteints de LLC de type B présentent un taux plus

¢leveé de la métalloprotéinase MMP-9 dans le sang et la migration des cellules tumorales

s’en trouve favorisée.®’

Dans un autre ordre d’idées, la densité des vaisseaux sanguins dans la moelle osseuse
est anormalement élevée dans les cas de LMA, de LLA et de LLC.”%"! Plusieurs études
ont démontré que les patients atteints de leucémie ont un taux sanguin plus élevé de

VEGF.%7?
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Ce dernier stimule les cellules endothéliales de maniére paracrine (stimulation de
cellules adjacentes) et entraine ainsi la formation des vaisseaux qui apportent nutriments

71,73

et oxygene aux cellules cancéreuses. I1 a été démontré que les cellules de leucémie

myéloide aigud,”*” de leucémie lymphoblastique aigué’' et de leucémie lymphoide

: 6-78
chronique’®”’

peuvent sécréter le VEGF tout en possédant le récepteur VEGFR-2 a leur
surface, ce qui crée une boucle de stimulation autocrine qui augmente la survie des
cellules en stimulant 1’expression de protéines anti-apoptotiques.”® D’ailleurs, une
expression plus ¢levée de VEGFR-2 est corrélée avec une survie moins grande chez les
patients adultes qui ont une LLA. Les facteurs de croissance et leurs récepteurs qui sont
sécrétés suite a ’angiogénese favorisent la survie, la croissance et 1’invasion des
cellules leucémiques autant dans les cas de LLA de l’adulte et de I’enfant.”

L’angiogénése est donc un élément essentiel a la survie et a la prolifération des cellules

leucémiques qui peut étre ciblée pour le développement de nouvelles thérapies.

2.2.2 Traitement des leucémies
Le but de la thérapie des leucémies aigués est d’éradiquer les cellules leucémiques et de

restaurer 1’hématopoieése normale. Ce but est réalisé en utilisant des traitements de
chimiothérapie my¢loablative qui rapidement diminuent le nombre de -cellules
leucémiques et induisent une période d’aplasie au sein de la moelle osseuse. Cette
période d’aplasie permet une compétition entre les cellules hématopoiétiques normales
et les cellules clonales leucémiques pour reconstituer la population de cellules de la
moelle osseuse. Les cellules hématopoiétiques normales ont des avantages de croissance
et peuvent alors reconstituer 1’hématopoiése polyclonale et produire des cellules

sanguines fonctionnelles.
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Idéalement, les cellules leucémiques devraient étre complétement remplacées par les
cellules normales, mais le nombre de cellules leucémiques est parfois si élevé lors du
diagnostic qu’il est souvent impossible de les éradiquer enti¢rement malgré plusieurs
cycles de chimiothérapie. Les cellules leucémiques résiduelles peuvent donc se remettre
a proliférer entrainant une rechute. Pour parler de rémission compléte, le niveau des
cellules leucémiques doit se situer en dega des niveaux cliniquement détectables.” Dans
le traitement de la leucémie myéloide aigué, le taux de réponse des patients a la
chimiothérapie se situe entre 50 et 75 %, mais seulement 20-30 % des patients

demeurent en rémission cing ans apres le diagnos‘[ic.81

Les effets secondaires de ces traitements de chimiothérapie myéloablative sont trés
graves et requierent une hospitalisation durant la période de cytopénie (pénurie de
cellules matures dans le sang). En effet, les patients développent souvent d’importants
problémes d’hémorragie et d’infection apres leur traitement puisque cette période peut
durer de 2 & 5 semaines.* Une infection non traitée peut étre fatale en absence de
cellules immunitaires fonctionnelles. Ainsi, les patients doivent recevoir des traitements
antibiotiques préventifs. De plus, les patients nécessitent plusieurs transfusions
sanguines pour maintenir le niveau d’hémoglobine et de plaquettes nécessaires au
transport de I’oxygéne et a la coagulation.”* Comme la lyse d’une grande quantité de
cellules leucémiques libére une quantité élevée d’acide urique, la goutte et méme une
insuffisance rénale peuvent parfois survenir. Pire, les patients peuvent également

présenter une ¢lévation du taux de potassium sanguin ce qui peut entrainer des
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arythmies malignes cardiaques. Ces effets potentiellement dangereux demandent une

surveillance médicale constante et une hydratation plus élevée.”

Les greffes de cellules souches hématopoiétiques sont efficaces pour traiter les
leucémies aigués, mais leur utilisation en cas de premicre rémission est critiquée, car
elles présentent des effets toxiques et ne sont pas nécessairement plus efficaces que les
traitements de chimiothérapie courants.” Les greffes allogéniques sont considérées
comme ¢étant plus efficaces que les greffes autologues puisque 1’effet immunologique
peut se traduire en activité antileucémique ce qui provoque un niveau inférieur de
rechute chez ces patients.* Cependant, 30 % des patients jeunes ne trouvent pas de
donneur compatible, ce qui les empéche de recevoir une greffe allogénique.”® Une autre
complication possible des greffes allogéniques est la maladie du greffon contre 1’hote
dans laquelle les cellules immunitaires du donneur reconnaissent les cellules du
receveur comme étant étrangeres et tentent de les détruire. Plusieurs organes cibles
comme la peau, le foie et le tractus gastro-intestinal sont touchés conduisant parfois a la
mort du patient.** Ainsi, les patients recevant des greffes allogéniques doivent recevoir
des traitements immunosuppresseurs qui les rendent trés vulnérables aux infections qui
deviennent alors potenticllement fatales.*® Malgré les progrés de la recherche, le
traitement des leucémies my¢éloides aigués s’accompagne d’effets secondaires graves et

70 % des patients rechutent ou décédent des suites de leur leucémie.™
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Dans les cas de leucémies lymphoblastiques aigués, les adultes ne répondent pas aussi
bien que les enfants aux traitements de chimiothérapie. Chez les adultes, le taux de

survie a cing ans est de 20 a 30 % comparativement a 70 % chez les enfants.

La leucémie myéloide chronique peut étre guérie par de la chimiothérapie
my¢loablative et des greffes de moelle allogéniques si ces traitements sont administrés
pendant la phase chronique. Les greffes peuvent guérir 50 % des leucémies surtout si
elles ont lieu pendant la premicre année suivant le diagnostic et sont recommandées si le

traitement de chimiothérapie ne réussit pas 4 éliminer les cellules malignes.*®

D’autres traitements ont été¢ développés tels que I’interféron alpha 2b qui posséde une
activit¢ contre la LMC en éradiquant les clones possédant le chromosome de
Philadelphie.’” Les patients traités aux interférons qui obtiennent une réponse
cytogénétique ont un taux de survie augmenté. Ce type de traitement cause cependant
des effets secondaires importants qui ressemblent a des symptomes d’infection virale
comme les douleurs musculaires, la dépression et la fatigue intense. Ces effets sont
dépendants de la dose administrée.®™ Parmi les traitements plus récents, on retrouve
I’imatinib mesylate qui est un inhibiteur de 1’activité tyrosine kinase induite par la
protéine de fusion BCR-ABL et qui ainsi supprime la prolifération des clones possédant
cette protéine.*””® Ce dernier traitement démontre une activité contre la LMC 4 toutes
les phases de la maladie.”’ Le développement de myélosuppression est trés fréquent
chez les patients recevant I’imatinib. En particulier, on retrouve la neutropénie (nombre
insuffisant de neutrophiles) chez 35 % des patients et la thrombocytopénie (déficience

en plaquettes) chez 22 % des patients.”
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Contrairement aux leucémies aigués et a la leucémie my¢éloide chronique, la LLC est
considérée comme étant incurable. Néanmoins, elle peut suivre un développement
indolent et étre contrélée pendant plusieurs années. Habituellement, les traitements ne
sont pas administrés pendant les premiers stades asymptomatiques de la maladie
puisque 1’évolution de cette pathologie est trés variable et qu’entreprendre les
traitements plus tot ne semble pas influencer la survie du patient.”>** En effet, certains
patients ne nécessitent aucun traitement et ont une survie prolongée, d’autres ont une
phase initiale indolente suivie d’une progression rapide. Le tiers restant présente une

maladie agressive au diagnostic et nécessite un traitement immédiat.”

Quand I’évolution de la maladie requiert un traitement, les patients recoivent de la
chimiothérapie.”™ Les analogues des purines lorsqu’elles sont utilisées induisent une
profonde immunosuppression des cellules T °* et peuvent entrainer de I’auto-immunité
ce qui limite leur utilisation.”” Le Rituximab (un anticorps anti-CD20 ; le CD20 est une
molécule caractéristique des lymphocytes B) est seulement modérément actif en tant
que traitement de premicre ligne avec un niveau de rémission compléte de seulement
4 %.%® Utilisé en combinaison avec de la chimiothérapie, il est plus efficace avec un
taux de réponse de 95 % et un taux de rémission compléte de 70 %.”” Ce traitement est
par contre plus toxique. Finalement, les traitements actuels induisent une rémission

compléte, mais presque tous les patients finissent par rechuter.”



22

2.3 Les lymphomes non Hodgkiniens (LNH)

Les lymphomes sont des cancers qui se développent d’abord dans les ganglions
lymphatiques a partir des cellules B dans 80 % des cas ou plus rarement a partir des
cellules T.”® Une des particularités des lymphomes est que contrairement aux tumeurs
solides, le génome des cellules malignes est plutdt stable.” Des facteurs génétiques et
environnementaux qui influencent la survie et la croissance des cellules B pourraient
étre impliqués dans la formation des lymphomes en plus de 1’activation d’oncogenes et

99,100

de I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs. De plus, une ou plusieurs

translocations peuvent influencer le développement d’une prolifération clonale ayant un

. \ : . . 101-103
réarrangement des génes des immunoglobulines ou du récepteur des cellules T. En
général, les translocations entrainent la juxtaposition d’un promoteur et d’un oncogene,

ce qui induit une surexpression des protéines oncogéniques qui normalement sont

exprimées en faible quantité ou pas du tout dans les cellules lymphoides.”

Les lymphomes diffus a grandes cellules B, les lymphomes folliculaires et les
lymphomes a petits lymphocytes B sont les plus fréquents et correspondent a 75 % de
LNH dans les pays industrialisés. Les lymphomes diffus a grandes cellules B sont
agressifs alors que les lymphomes folliculaires et les lymphomes a petits lymphocytes

ont un développement plus indolent.'**

Dans les cas des lymphomes folliculaires, on observe le plus souvent une surexpression

de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Résultat de la translocation chromosomique

105

t(14;18), elle entraine la survie des cellules tumorales. > Le micro-environnement
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influence le développement des lymphomes folliculaires par le biais des cellules
stromales et immunitaires qui supportent la croissance et envoient des signaux de survie
aux cellules malignes.'’>'”” Ainsi, la signalisation de CD40 protége les cellules
tumorales B en entrainant I’activation de la voie NF-kB et I’inhibition de 1’apoptose en

régulant a la hausse I’expression des protéines anti-apoptotiques.'*®

2.3.1 Processus d’invasion et angiogénése des lymphomes
Certains mécanismes d’invasion peuvent étre impliqués dans la progression maligne des

lymphomes. Une étude portant sur 1’expression des métalloprotéinases et de leurs
inhibiteurs dans les lymphomes non Hodgkiniens a révélé que les patients ayant des
lymphomes plus agressifs ont un taux plasmatique de MMP-9 supérieur a celui des
patients souffrant de lymphomes indolents. En prenant en compte 1’age du patient,
I’¢lévation de MMP-9 est un indice de mauvais pronostic dans les cas de lymphomes
immunoblastiques de haut grade. De plus, I’ARN messager de MMP-9 est détecté dans
les cellules malignes de lymphomes a grandes cellules B ce qui indique que les

r roorar 1
protéases sont sécrétées par les cellules tumorales.'”

Parmi les facteurs pouvant étre reliés a MMP-9, ICAM-1, une molécule d’adhésion, est
reconnue comme pouvant induire I’expression de MMP-9 par les cellules de LNH.
Ainsi, les souris déficientes en ICAM-1 sont naturellement résistantes a la
dissémination des lymphomes. L’expression de MMP-9 par les lymphomes semble
jouer un role important dans la survie, la croissance et la migration des cellules

110

malignes..~ De plus, les lymphomes de haut grade ont la capacité¢ de dégrader les

composantes de la matrice extracellulaire in vitro.""' L’augmentation de la cytokine IL-
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6 est corrélée avec l'augmentation de la sécrétion de MMP-9 et entraine une
augmentation de la dégradation de la matrice extracellulaire induite par MMP-9.'"?
Dans les cas de LNH et de d’autres types de cancers hématologiques, MMP-9 pourrait
¢galement étre impliquée dans la régulation immunologique et I’immunosuppression

associée au cancer.35’“3

Par ailleurs, I’angiogénése et 1’expression de facteurs angiogéniques se trouvent
augmentées en présence de lymphomes. Les lymphomes agressifs sécrétent davantage

VEGF comparativement aux lymphomes indolents.'"*

La stimulation paracrine des
cellules endothéliales par VEGFR-2 augmente la densité des microvaisseaux sanguins

dans les ganglions lymphatiques lymphomateux alors que la stimulation du récepteur

VEGFR-1 induit un signal de survie des cellules tumorales.'"

2.3.2 Traitements des lymphomes
La plupart des lymphomes peuvent étre guéris par les traitements actuels. Les

lymphomes considérés comme étant agressifs sont le lymphome diffus a grandes
cellules B, le lymphome périphérique a cellules T, le lymphome a grandes cellules
anaplastiques et les lymphomes folliculaires de grade IIL''® Les LNH a cellules
invasives sont traités par de fortes doses de chimiothérapie comportant plusieurs agents
dont au moins un est une anthracycline. Ce traitement est trés efficace, mais certains
patients ne peuvent tolérer les anthracyclines en raison de sa cardiotoxicité. Dans ces
cas, on lui substitue d’autres agents de chimiothérapie. La chimiothérapie des LNH est
habituellement utilisée en combinaison avec du Rituximab (anticorps anti-CD20 couplé

a une toxine) qui cible spécifiquement les cellules B."'"
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Cependant, seulement la moiti¢ des patients avec des lymphomes diffus de haut grade
entrent en rémission compléte avec ce type de traitement alors que les patients avec des
lymphomes folliculaires répondent rarement. Malgré ’ajout du Rituximab qui permet

"% De plus, les traitements

un traitement plus ciblé, beaucoup de patients rechutent.
actuels présentent des effets secondaires comme la cardiotoxicité, la myélosuppression

et I"atteinte du tractus gastro-intestinal.'' "2,

2.4 Le myélome multiple

Le myélome multiple est un cancer hématologique caractéris¢ par une prolifération
clonale de cellules plasmocytaires dans la moelle osseuse. Il s’accompagne parfois
d’une gammopathie monoclonale dans le sang et Iurine.'*' Les cellules plasmocytaires
sont les cellules qui normalement produisent les anticorps. Quand les lymphocytes B
sont stimulés, ils se transforment en plasmocytes et sécrétent de grande quantité

d’anticorps.™

Le myélome peut demeurer indolent pendant un certain temps avant de devenir un
my¢lome agressif et invasif. Cette transformation implique plusieurs changements des

47,121 .
71211 4 transformation

cellules malignes et du micro-environnement ostéo-médullaire.
des plasmocytes normaux en cellules précancéreuses peut étre induite par 1’activation de
genes tels que les cyclines qui favorisent la prolifération des cellules tumorales et la
progression du cycle cellulaire. Prés de la moitié des patients présentent des

. \ A . : 121,122
translocations du gene codant pour la chaine lourde des immunoglobulines. *“* Ces

. . . 121 . ,
translocations sont des facteurs de mauvais pronostic. © La progression du myélome
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multiple entraine des lésions aux os en rompant 1’équilibre entre la synthése de tissus
osseux et la résorption ostéoclastique. Les cellules de myélome en sécrétant des
cytokines favorisent la production d’ostéoclastes. Ces cytokines comprennent entre
autres le VEGF qui soutient le développement de 1’angiogénése anormale dans la

123,124

moelle osseuse. Le VEGF semble aussi accroitre la survie des cellules de myélome

en agissant par un mécanisme de régulation autocrine et paracrine.

2.4.1 Processus d’invasion et angiogénése
L’expression de VEGF est corrélée avec I’expression de MMP-9. Les niveaux de cette

molécule augmentent avec la progression du myélome.'” La sécrétion de MMP-9
pourrait également favoriser la résorption osseuse, aggraver les 1ésions osseuses et hater
la dissémination du myélome en permettant la migration des cellules tumorales.'*® Les
interactions entre les cellules malignes et les autres cellules de la moelle, les cellules
stromales et les cellules souches hématopoiétiques, ainsi qu’avec la matrice
extracellulaire activent plusieurs voies de signalisation, ce qui provoque une

augmentation de la prolifération et une inhibition de 1’apoptose.'**

2.4.2 Traitement des myélomes multiples
Bien que les traitements s’améliorent et que la période de survie des patients augmente,

le myélome demeure toujours un cancer incurable. Sans traitement, les patients avec un
my¢élome dans sa phase active ont une survie médiane de 6 mois. Cependant, avec la
chimiothérapie, la survie atteint trois ans. La thérapie habituelle est un traitement de
chimiothérapie a forte dose suivie d’une greffe de cellules souches hématopoiétiques

121

autologues; ce traitement permet d’augmenter la survie a 5 ans. © Malgré la greffe, la

majorité des patients présentera une récidive. Quant a la greffe de cellules allogéniques,
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elle représente une modalité expérimentale avec des risques importants de maladie du

greffon contre I’hdte.'”’

Les agents alkylants peuvent étre utilisés en chimiothérapie pour les patients qui ne sont
pas ¢ligibles a une greffe autologue. Ils augmentent le taux de réponse des patients,
mais les réponses complétes demeurent rares et n’augmentent pas la survie. Les agents
alkylants peuvent aussi causer des leucémies myéloides aigués secondaires et des

syndromes myélodysplasiques.''

La thalidomide est un agent prometteur utilisé en combinaison qui stimule la réponse au
traitement. Cependant, elle s’accompagne de toxicité. La combinaison avec la
dexamethasone augmente l’incidence des thromboses veineuses et peut causer des

4 . 4 . - 128
éruptions cutanées, une bradycardie et une neuropathie.

Le bortezomib est un inhibiteur du protéasome 26S et est efficace chez 25 a 30 % des

patients qui rechutent.'”’

Il induit une réponse rapide et induit la lyse des cellules
tumorales dans le myélome a croissance rapide. Les principaux effets secondaires

comprennent la thrombocytopénie, les troubles gastro-intestinaux et la neuropathie

e g 121
périphérique.

La Iénalinomide peut étre utilisée en cas de rechute si la dexamethasone et le

- " 130 . . .
bortezomib n’ont pas été efficaces, > mais elle est associée a des effets secondaires
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comme la myélosuppression, les embolies dues a des thromboses, surtout lorsqu’utilisé

o r . 7 121
en combinaison avec la dexamethasone, et des éruptions cutanées.

Des traitements pour soulager les symptdmes d’hypercalcémie, d’anémie, d’infection et
de douleur doivent parfois étre administrés aux patients, en particulier ceux qui ont des
lésions osseuses.”' Pour contrer le déséquilibre entre la formation et la résorption
osseuse, les patients regoivent aussi des biphosphanates dont 1’action pourrait s’étendre
au micro-environnement et contribuer au traitement du myélome. En revanche, les

. A T 7 132
biphosphanates peuvent entrainer une toxicité rénale et de la nécrose osseuse.

Malgré les progres de la recherche, les traitements actuels demeurent souvent
inefficaces et s’accompagne d’effets indésirables. La découverte d’un nouvel agent
capable d’agir sur plusieurs mécanismes de l’invasion tumorale et dépourvu d’effets
secondaires pourrait avoir un impact considérable. C’est pourquoi nous avons voulu
déterminer si le PCK3145 était une molécule intéressante pour le traitement des cancers

hématologiques.
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3. Le PCK3145

Le PCK3145 correspond aux acides aminés 31 a 45 d’une protéine de 94 acides aminés

(PSP-94) sécrétée par la prostate.'

3.1 La PSP-94

Cette protéine constitue 1'une des trois principales protéines sécrétées par la prostate
avec I’antigéne spécifique de la prostate (PSA) et la phosphatase acide prostatique
(PAP)."** La PSP-94 a d’abord été découverte comme étant un inhibiteur de I’hormone

folliculo-stimulante (FSH)'**

qui stimule la spermatogénése chez I’homme, la
maturation des ovocytes et la production d’oestrogénes chez la femme.*® Bien que
I’expression de la PSP-94 soit plus élevée dans la prostate que dans tous les autres
tissus, elle est aussi exprimée dans les tissus des organes reproducteurs féminins (seins
et ovaires).””’ En outre, la prostate est une source extrahypophysaire de FSH."*® Les
niveaux de FSH qui sont plus élevés en cas d’hyperplasie bénigne de la prostate et la
présence de récepteurs prostatiques pour la FSH indiquent que la prolifération des tissus
prostatiques est stimulée de maniére a la fois autocrine et paracrine par cette

139,140

hormone. Il est probable que PSP-94 soit un régulateur du développement de la

prostate pour la PSP-94 en inhibant la FSH."*

3.1.2 PSP-94 et cancer

La PSP-94 a d’abord été associée au cancer puisque ses niveaux d’expression diminuent
avec la progression du cancer de la prostate. En effet, dans la prostate saine, les niveaux

de PSP-94 sont élevés. Le cancer en diminue I’expression, jusqu’a sa disparition

141,142

compléte au stade avancé. De plus, les patients avec un cancer de la prostate qui



30

ont un taux élevé de PSP-94 ont un meilleur pronostic que ceux qui ne ’expriment.'*
Le groupe de Shukeir et coll. a analysé I’effet de la PSP-94 sur la croissance des
tumeurs prostatiques.'* Leurs études ont démontré que la PSP-94 diminue la croissance
des tumeurs sous-cutanées chez le rat et qu’elle ralentit I’apparition de métastases

OSSCuUSsCEs.

3.2 PCK3145 et cancer de la prostate

Fort de ces résultats intéressants, d’autres travaux ont été réalisés pour identifier la
partie de la protéine responsable de I’activité anticancéreuse. Des peptides synthétiques
correspondant a différentes séquences de la PSP-94 ont été synthétisés puis, testés dans
le méme modele de rat. Parmi les peptides évalués, seul le PCK3145 a montré une
activité anticancéreuse. Comme la PSP-94, ce peptide peut diminuer la croissance des
tumeurs prostatiques sous-cutanées et ralentir le développement des métastases. En
utilisant ce modéele de rat, d’autres effets ont été notés comme la normalisation de
I’hypercalcémie associée au cancer prostatique et I’augmentation de 1’apoptose dans les

tumeurs des rats traités au PCK3145.'%

De plus, dans une étude clinique effectuée chez des patients atteints de cancer de la
prostate en phase avancée, le PCK3145 a pu stabiliser la progression de la maladie chez
plusieurs patients et faire chuter le taux de MMP-9 sanguin, ce qui indique un potentiel
pour le traitement de cancers métastatiques. Au cours de cette étude, il a aussi été
démontré que ce peptide est trés bien toléré par les patients et entraine treés peu d’effets

. 145
secondaires.
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3.2.2 Mécanisme d’action du PCK3145
Plusieurs études ont ensuite été menées pour expliquer comment ce peptide de 15 acides
aminés exerce son activité anticancéreuse. On a d’abord étudié son effet sur la sécrétion

de MMP-9 (Figure 2). Le PCK3145 agit de deux fagons pour inhiber MMP-9.

Premiérement, le PCK3145 se lie au récepteur de la laminine 67LR et probablement au
récepteur de type intégrine a3B1. La stimulation de la voie ERK qui en découle a pour
effet de diminuer ’expression de la protéine HuR'**'*” Comme le réle de la protéine
HuR est de stabiliser I’ARN messager de MMP-9,'* PCK3145 favorise la dégradation

de ’ARNm de MMP-9 et réduit par conséquent la sécrétion de MMP-9.'Y

Deuxieémement, le clivage du récepteur externe des MMP-9, CD44, est induit par le
PCK3145 qui stimule la voie RhoA/MTI-MMP.'"” Cette métalloprotéinase
membranaire clive le CD44 empéchant MMP-9 de s’y lier. La liaison de MMP-9 a son
récepteur externe permet aux cellules d’adhérer a la membrane basale et de cibler les
zones qui doivent étre hydrolysées ce qui favorise la dissémination des métastases.'”*""

Ainsi, la diminution de sécrétion de MMP-9 et la perte de sa capacité de dégradation

pourraient expliquer en partie le retard d’apparition des métastases.

De plus, I’inhibition de MMP-9 pourrait contribuer a la réduction de croissance de la

tumeur primaire en limitant sa capacité d’expansion”® et en réduisant I’angiogénése

nécessaire a la croissance tumorale.***!
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De surcroit, la voie NF-kB est stimulée elle aussi, bien qu’a une intensité moindre que
la voie ERK."* En effet, NF-kB pourrait étre impliqué dans I’induction de 1’apoptose
observée in vivo dans les tumeurs chez les rats traités.””>'>> L’augmentation de

I’apoptose pourrait contribuer a diminuer la croissance tumorale.

f: PCK3145 targets

Laminin binding
activities

f

f

~
~
l . CD44 / Proteolytic
bt Z shedding
- ECM hydrolysis - A
- Cell migration *—— Mmp.g =1

Figure 2 : Modéle intégré du mécanisme d’action du PCK3145."*

Par ailleurs, d’autres travaux ont démontré que le PCK3145 possede une activité
antiangiogénique complémentaire a son activité antimétastatique. En effet, le PCK3145
inhibe la phosphorylation de la tyrosine kinase du récepteur VEGFR-2. Ainsi, le
récepteur du VEGF ne peut plus modifier les activités des cellules endothéliales. Cela
diminue leur croissance et leur prolifération et dans un modéle de cancer de la prostate

, . ., . . r 1
chez le rat, réduit la quantité de microvaisseaux formés.'*
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Comme 1’angiogénése est un processus qui contribue au développement des tumeurs
. . . ., . . , 13 . g e , N
primaires et a la dissémination des métastases, ~ I’inhibition de ce phénomeéne par le

PCK3145 pourrait aider a limiter I’expansion de plusieurs types de cancers.

3.3 PCK3145 et cancers hématologiques

Le premier argument qui suggere que le PCK3145 pourrait étre utilisé efficacement
dans le traitement des cancers hématologiques est que les métastases du cancer de la
., . . . . 156 . . ey e,
prostate se disséminent principalement au niveau des os. ™ Ainsi, la possibilité¢ que le
PCK3145 puisse avoir des effets sur d’autres cancers infiltrant la moelle osseuse et les
os doit étre envisagée. Les cancers hématologiques sont des cancers qui prennent non
. 53 . . . . , .
seulement naissance dans la moelle osseuse,”” mais ils induisent aussi des lésions
157 : : .
osseuses. ~' Certains lymphomes peuvent aussi se développer dans les os ou se

158,159

disséminer a la moelle osseuse. Il est alors plausible que des caractéristiques

communes existent entre les cellules tumorales prostatiques et les cellules malignes
hématologiques comme par exemple, D’expression de molécules d’adhésion

, . 38 A - . . , . L 7] e
spécifiques.” Ainsi, plusieurs cancers hématologiques comme des leucémies myéloides

160,161

aigués' " et des lymphomes agressifs possedent a leur surface le récepteur 67LR

auquel se lie le PCK3145, ce qui pourrait lui permettre d’agir sur ces cellules

cancéreuses.

Ensuite, plusieurs cancers hématologiques entrainent une augmentation de

. o : : 0,71,114,123
I’angiogénése dans la moelle osseuse ou dans les organes qu’ils colonisent.”””"!'*!* De

71,74,76

plus, des cellules leucémiques possédent a leur surface des récepteurs VEGFR-2

qui leur procurent des signaux de survie.
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L’inhibition de la phosphorylation de VEGFR-2 par le PCK3145 pourrait diminuer
I’intensité des signaux de survie et favoriser la mort de ces cellules leucémiques.' Le
récepteur VEGFR-2 est essentiel au développement de nouveaux vaisseaux sanguins
capables de soutenir la prolifération et I’apport en nutriments des cancers

hématologiques.'®*

Enfin, le PCK3145 inhibe la sécrétion et I’activité de MMP-9 qui est exprimée par de

O 66-68 7 67-69,109,125
nombreuses cellules leucémiques, lymphomateuses et myélomateuses.®” %%

Dans les cancers hématologiques, MMP-9 favorise la dégradation des membranes
basales, stimule la migration des cellules et le développement de foyers métastatiques

110,123

secondaires. L’inhibition de ces processus pourrait faciliter le traitement de ces

néoplasies hématologiques.
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4. Description du projet de recherche

4.1 Problématique

Les cancers hématologiques sont fréquents et encore difficiles a guérir malgré les
progrés de la médecine; aussi, de nouvelles stratégies thérapeutiques doivent étre
développées. Alors que les traitements actuels causent beaucoup de morbidité, le

5

PCK3145 est sécuritaire et trés bien toléré.'* Ses effets inhibiteurs sur la croissance

tumorale, les métastases et I’angiogénese pourraient améliorer les traitements des

cancers hématologiques.'*>'*

4.2 Objectifs

Mon projet de recherche avait donc pour but de déterminer 1’effet du PCK3145 sur les
cancers hématologiques. Pour ce faire, nous avons procédé a des expériences in vitro et
in vivo sur plusieurs lignées de cancers hématologiques humaines et murines. Nous
avons également étudié les mécanismes d’action impliqués dans les effets du PCK3145

sur les cancers hématologiques.

4.3 Procédure expérimentale

4.3.1 Expériences in vitro
Des expériences in vitro nous ont permis de mesurer ’effet du PCK3145 sur la

prolifération cellulaire et la capacité clonogénique des cellules hématologiques
malignes. Nous avons également évalué¢ 1’apoptose et 1’expansion de ces cellules en

présence de PCK3145.
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Afin d’étudier les mécanismes d’action du PCK3145, nous avons mesuré ’effet du
PCK3145 sur la sécrétion de MMP-9 dans le milieu extracellulaire de plusieurs lignées

hématologiques.

4.3.2 Expériences in vivo
De plus, deux modeles murins ont été utilisés pour vérifier I’effet du PCK3145 sur le

développement des tumeurs hématologiques in vivo. Le premier consistant en un
modele syngénique avec de mastocytome de souris. Nous avons mesuré 1I’'impact du
PCK3145 administré en traitement sous-cutané ou intrapéritonéal sur la croissance des
tumeurs, la dissémination des métastases et la sécrétion de MMP-9 dans le sang
périphérique. Dans le second modéle, il s’agissait de xénogreffe dans des souris dont
I’'immunité spécifique était déficiente. Ce modele nous a permis d’évaluer I’effet du

PCK3145 sur la progression d’un lymphome humain in vivo.

L’effet du PCK3145 a été comparé au véhicule seul et a deux peptides dont 1’un
correspondait aux acides aminés 52 a 66 de la PSP-94 et I’autre, contenait les mémes

acides aminés que le PCK3145, mais alignés dans un ordre aléatoire (peptide aléatoire).
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ABSTRACT

PCK3145 has been shown to exert anti-tumor activity against prostate cancer cells. To
determine whether PCK3145 could exert cytotoxic activity against other marrow
infiltrating cancers, we tested its activity against hematologic cancers. Interestingly,
PCK3145 inhibited the proliferation of human NHL (SR) and myeloma (RPMI-8226)
cell lines and murine mastocytoma (P815) cell line in vitro. Moreover, PCK3145
reduced the clonogenicity of these cell lines. To explore its activity in vivo, DBA/2 mice
were injected subcutaneously with P815 cells. PCK3145 treatment significantly
decreased P815 tumor growth in comparison to PBS (p<0.001), scrambled peptide
(p<0.05) and PCK5266 (amino acids 52-66 of PSP-94) (p<0.01). Intraperitoneal
PCK3145 treatment led to a decreased number of liver metastases compared to PBS
(p<0.05) and scrambled peptide (p<0.05). MMP-9 levels, as measured by ELISA, in the
peripheral blood of treated P815 bearing mice were similar to those obtained with
healthy animals (12.8¢1.9 (mean:SD) ng/ml and 6.5:0.4 ng/ml, respectively), while
MMP-9 levels were elevated in mice treated with PBS and scrambled peptide (35.1:8.6
ng/ml and 22.60£3.9 ng/ml, respectively; p<0.05). In NOD/SCID mice PCK3145
treatment resulted in significant inhibition of human NHL SR growth compared to
treatment with PBS (p<0.001) and scrambled peptide (p<0.01). Consequently, treatment
with PCK3145 can reduce tumor cell proliferation of murine and human hematologic
cancers. In addition, PCK3145 has the potential to inhibit tumor cell dissemination by
lowering MMP-9 secretion. Thus, PCK3145 represents a unique peptide demonstrating

sequence-specific anti-tumor activity in hematologic malignancies.
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Abbreviation used in this paper: MM: Multiple Myeloma, MMP-9: Matrix
Metalloproteinases-9, mRNA: messenger RNA, NHL: Non Hodgkin Lymphoma,
NOD/SCID: Non Obese Diabetic/Severe Combined Immuno-Deficient, PBS: Phosphate
Buffered Saline, PSP-94: Prostate Secretory Protein of 94 amino acids, 67LR: laminin
receptor of 67kDa, PMA: Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, s.c.: subcutaneous, i.p.:
intraperitoneal, NF-kB: Nuclear Factor kB, VEGF: vascular endothelial growth factor,

VEGFR-2: vascular endothelial growth factor receptor-2.
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INTRODUCTION

Although major advances were achieved in the treatment of hematologic malignancies
such as leukemias, lymphoma and multiple myeloma, most of these patients still
succumb to their disease.'” Attempts to improve upon these results have usually
focussed on intensified chemotherapy protocols and stem cell transplantation. While
such approaches are yielding interesting results, maximal initially tolerable doses have
been reached.>® There is a need for the development of targeted therapies with low

toxicity profiles.

The PCK3145, a synthetic peptide which consists in amino acids 31 to 45 of the
prostate secretory protein composed of 94 amino acids (PSP-94),” represents an
interesting candidate for the treatment of hematological malignancies. Indeed,
PSP-94 has been shown to inhibit prostate cancer tumor growth and to reduce bone
metastases in rats in a dose-dependent manner.® Subsequently, PCK3145 has been
found to be sufficient to achieve the anticancer activity described for PSP-94.
Moreover, in a phase 1 clinical trial on patients with advanced prostate cancer,
PCK3145 was shown to be safe and well tolerated, and stabilization of the disease was

observed in several individuals. ’

Similarly to prostate cancer, hematological malignancies are known to metastasize to
the bones® In addition, bone destruction is a hallmark of multiple myeloma.” Moreover,
PCK3145 exerts some of its inhibitory effects through the binding with 67LR laminin

receptors which is present on 67LR anaplastic large cell lymphomas and in small
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subsets of high-grade B cell non- Hodgkin’s or Hodgkin’s lymphomas.'®'" Another
laminin receptor, 03B1 integrin, also targeted by PCK3145'% is also known to regulate
HuR, a factor that controls mRNA stability of a major metalloproteinase involved in

cancer invasion and metastasis spreading, matrix metalloproteinase-9 (MMP-9).'*'* T

0
break extra cellular matrix and metastasize to other organs, some human malignant
lymphoma subsets secrete MMP-9 and the levels of secretion correlate with patient
outcome.'>'® Additionally, multiple myeloma cell lines and primary MM cells secrete
MMP-9 and this secretion can also be correlated with the disease progression.'”'®

Therefore, PCK3145 could inhibit hematological malignancies progression and

invasiveness through the inhibition of MMP-9 secretion.

In this study we show, for the first time, that PCK3145 can have an inhibitory effect on
hematological malignancies and also prevent their spread. PCK3145 treatment reduced
the proliferation and the clonogenic capacity of murine mastocytoma, human non-
Hodgkin’s lymphoma (NHL) and multiple myeloma (MM) cells in vitro. Moreover,
PCK3145 dwarted the growth of subcutaneously grown malignant cells in both a
syngeneic and human NOD/SCID xenograft model. Treatment with PCK3145 also
prevented metastatic spread while decreasing MMP-9 secretion in peripheral blood.
Thus, these results with murine and human cells studied under in vitro and also in vivo
conditions identify anti-tumor activity of PCK3145 against hematologic cancers, and

uncover a pathogenic pathway.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals

PCK3145, PCK5266 and scrambled peptide were produced by Ambrilia Biopharma Inc
(Montreal, Quebec, Canada). PCK3145 is a synthetic peptide that corresponds to amino
acids 31 to 45 of the PSP-94, PCK5266 corresponds to amino acids 52 to 66 of PSP-94
and the scrambled peptide contains the same amino acids as PCK3145 but in random

order.

Cell lines
Mouse mastocytoma cells (P815), human large cell immunoblastic lymphoma (SR),

human myeloma (RPMI8226) and human acute monocytic leukemia (THP-1) were

purchased from ATCC (Manassas, VA, USA) and grown as suggested by the ATCC.

Cell proliferation analysis
P815, SR and RPMI&226 cells were plated in 96-well flat-bottom plates (Sarstedt,

Newton, NC, USA) in 100 ul of appropriate media and exposed to PCK3145, scrambled
peptide (250 pg/ml) or medium only on alternate days. Cell proliferation was
determined on day 8 for P815 and SR cells and day 21 for RPMI8226 cells using 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide reduction (MTT) assay

following the manufacturer’s procedure (ATCC).
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Clonogenic assay
Cells were treated with PCK3145 for one (day 0) or two doses (day 0 and 2) doses in
24-well plates (Sarstedt). After 3 days, 200 cells for P815 and SR, or 500 cells for
RPMI8226 were replated in semi-solid media (Methocult, StemCell Technologies,

Vancouver, BC, Canada) to evaluate clonogenic capacity. Colonies were counted after 8

days for P815, or 14 days for SR and RPMI8226 cells.

MMP-9 secretion

To measure MMP-9 secretion by P815 cells in vitro, cells were washed 3 times to
remove serum. P815 cells or THP-1 positive control cells were resuspended in 200 pl
medium without serum and incubated for 48 hours in 96-well microwell plates in the
presence or absence of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma-Aldrich Canada
Ltd. Oakville, ON, Canada) which induces MMP-9 secretion. Cells were pelleted by
centrifugation (4500g for 1 minute at 4°C) and resuspended in 20 pl of a nonreducing
sample buffer (0.4 M Tris, pH 6.8, 5% sodium dodecyl sulfate [SDS], 20% glycerol,
0.05% bromophenol blue. Samples were loaded on 10% SDS—polyacrylamide gels,
containing 0.1% porcine skin gelatin (Type A, Sigma-Aldrich Canada Ltd.) After
electrophoresis, the gels were washed twice with 2.5% Triton-X buffer (500 mM Tris
(ph 6.8), 38 mM CaCl, and 33 mM NaN,) for 1 h at room temperature and then
incubated overnight at 37°C with 1% Triton-X buffer. Gels were stained with 0.5%
Coomassie blue, 50% methanol and 10% acetic acid for 30 minutes and washed in 50 %
methanol, 10 % acetic acid to visualize the proteolytic bands. (Alphalmager, Bio/Can

Scientific, Missisauga, ON, Canada). MMP-9 was also quantified in the supernatant and
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in serum (intra-cardiac puncture) using the Mouse Pro-MMP-9 Quantikine ELISA kit

(R&D systems, Minneapolis, MN, USA).

In vivo experiments

DBA/2 mice (6-8 week old) were obtained from Charles River Laboratories (Kingston,
NY, USA). NOD/SCID mice were bred in the animal facility of hospital Maisonneuve-
Rosemont (HMR). All experimental procedures were approved by HMR Animal Care

and Ethic Commuittee.

Tumor growth and metastases study

P815 tumors were initiated by injecting 2x10* cells subcutaneously (s.c.) into the right
flank of DBA/2 mice. When tumors became palpable (5-9 days post inoculation), 500
ng/kg PCK3145, scrambled peptide, or PCK5266 were injected subcutaneously five
days per week. Additional control group consisted of carrier (PBS only) treatment.

Tumor size was determined by measuring two orthogonal diameters using vernier

% 2

calipers and volume calculated using formula: V' = , Where [ is a length and w is

a width of the tumor. Control and treated mice were sacrificed when larges diameter

reached 17 mm for ethical reasons.

For SR tumors, 5x10° cells were injected s.c. into right flanks of 6 weeks old
NOD/SCID mice that were exposed to 325 c¢Gy y'"*'Cs total body irradiation 24 hours
earlier. Treatment and tumor volume determination were performed as in the P815

tumor model.
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To study the effect of PCK3145 on metastases development, mice were sacrificed 14
days after the start of treatment and livers, peripheral blood and tumors were recovered

for analysis.

Histological analysis

Livers were fixed in 10% buffered formalin and sent to Maisonneuve-Rosemont
hospital pathology laboratory where they were cut, paraffin embedded and stained with
hematoxylin/phloxine, (Sigma-Aldrich Canada Ltd.). Metastases (revealed as darker
blue nodules of tightly packed cells) were counted at 100x magnification in 25 visual

fields per section using optical microscope (Leitz Laborlux S, Wild Leitz, Germany).

Statistical analysis

Results are expressed as the mean + SEM of at least triplicate determinations and
statistical comparisons are based on the Student’s ¢ test or ANOVA. p<0.05 was

considered to be significant.
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RESULTS

PCK3145 inhibits proliferation and clonogenic capacity of P815 cells in vitro.
The impact of the treatment with PCK3145 on the proliferative capacity of hematologic

malignant cells was first evaluated by culturing P815 cells for 7 days in the presence or
absence of 250 pg/ml PCK3145 and measuring survival in a MTT assay. In order to
ensure that the effect was specific, a small peptide of the same size and same amino acid
content but in random order was also used as control. Treatment with PCK3145
significantly reduced the proliferation of P815 cells compared to both medium only
control and scrambled peptide (Fig 1A; OD = 1.21 + 0.02, 1.20 = 0.03 and 1.08 £ 0.02
for control, scrambled peptide and PCK3145, respectively; p<0.001 comparing to
control and p<0.01 comparing to scrambled peptide). Then, to test the clonogenicity of
the PCK3145 treated P815 cells, a semi-solid media assay was initiated with cells that
were exposed or not to one or two doses of 125 pg/ml of PCK3145. Increasing
PCK3145 treatment doses significantly decreased colony formation compared to control
cells. (Fig 1B; 289.8 + 14.90, 233.0 + 23.06, 227.3 £+ 17.64 for control, 1 dose and 2
doses of PCK3145, respectively; p<0.05 comparing 2 doses of PCK3145 to control).
These results indicate that PCK3145 has an inhibitory effect on P815 cells proliferation

in vitro and also reduces clonogenic capacity of P815 cells.

PCK3145 decreases subcutaneous P815 tumor growth in vivo.

To determine if the observed in vitro inhibition of proliferation and clonogenicity by
PCK3145 on P815 cells translates into an in vivo effect on tumor growth, DBA/2 mice

were inoculated with P815 cells into the right flank.
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PCK3145 (500 pg/kg) was administered subcutaneously for 30 days, 5 days per week,
starting on the day when tumors became palpable. In order to investigate the possibility
that a different portion of PSP-94 could also demonstrate anti-tumor activity, another 15
a.a peptide (PCK5266) was also used to treat the animals. A significant reduction in
tumor volume was observed with mice that received PCK3145 treatment compared to
vehicle control (p<0.001) and both peptide controls, scrambled peptide (p<0.05). In
contrast PCK5266 (p<0.01) did not impair tumor growth (Fig. 2A). Since the
administration route could have had an effect on treatment efficacy, the same
experiments were performed with the treatment administered intra-peritoneally. Similar
to subcutaneous treatment, PCK3145 significantly decreased growth of P815 tumors
(Fig. 2B) compared to vehicle control (p<0.001), and scrambled peptide control
(p<0.01). These results indicate that PCK3145 can inhibit the growth of a hematological
malignancy in vivo and moreover, that the effect is also sequence specific and

independent of the administration route.

PCK3145 treatment decreases P815 liver metastases

Hematologic malignancies have a high propensity to disseminate systemically.'®?’

Since P815 cells predominantly metastasize to the liver,”’ we next evaluated the effect
of intraperitoneal PCK3145 treatment on the dissemination kinetics of subcutaneously
inoculated P815 tumors. Mice were sacrificed at day 14 of the treatment and livers were
evaluated for the presence of metastatic nodules. In PCK3145 treated mice, the number
of metastases was significantly decreased compared to the mice that received vehicle
alone or scrambled peptide (Fig 3A; 356.7 £ 178.7, 176.9 = 125.3 and 1.0 £ 0.5 for

vehicle control, scrambled peptide and PCK3145 treatment, respectively; p<0.05
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comparing PCK3145 with both, vehicle alone and scrambled peptide). Indeed, control
mice livers were massively infiltrated by malignant cells (Fig 3B; left panel), while in
contrast, PCK3145 treated mice livers contained very few metastatic nodules (Fig 3B;
right panel). These results show that PCK3415 inhibits not only growth of primary P815
tumors, but also inhibits its metastatic dissemination and indicate that the effect of

PCK3145 treatment is systemic.

Treatment with PCK3145 inhibits tumor-associated increase of MMP-9 serum
levels.

One of the main pathways involved in tumor cell infiltration and dissemination is the
secretion of MMP-9.”2 To determine if such a mechanism may be involved in the
inhibition of P815 tumor growth and metastatic dissemination, MMP-9 secretion from
these cells was first analyzed in vitro. To ensure that MMP-9 had functional activity, its
enzymatic potential was first measured using zymography, which assesses its ability to
degrade gelatin. No secretion of MMP-9 was detected in in vitro cultured P815 cells. In
addition, even cell stimulation with PMA, which is a strong inducer of MMP-9
secretion” failed to induce MMP-9 excretion (Fig 4A). Interestingly, when P815 cells
were grown in vivo and then, placed in media, these tumors produced considerable
amounts of MMP-9 indicating that the microenvironment altered the tissue infiltration
capability of tumor cells (Fig 4B). To measure more precisely MMP-9 levels detected,
ELISA assays were performed and showed that in vivo grown P815 cells secreted
MMP-9, confirming findings with zymography assays (Fig 4C). Next, MMP-9 levels
were measured in the peripheral blood of tumor-bearing mice, and found to be higher

than in the peripheral blood of healthy mice. To determine if PCK3145 altered the tissue
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infiltration potential of tumor cells, MMP-9 levels were measured in tumor-bearing
mice treated with PCK3145, scrambled peptide or PBS. Mice that received PBS and
scrambled peptide treatment had higher serum MMP-9 levels than healthy mice. (Fig
4D; MMP-9 (ng/ml): 6.48 + 0.84, 35.12 + 8.56 and 26.42 + 8.56 for healthy, PBS
receiving and scrambled peptide receiving mice, respectively; p<0.05 comparing MMP-
9 levels in mice without tumor with both controls and tumor-bearing mice). In contrast,
PCK3145 treated tumor-bearing mice MMP-9 serum levels were similar to those of
healthy mice. (Fig 4D; MMP-9 secretion (ng/ml): 6.48 = 0.84, and 12.83 + 1.89 for
healthy and PCK3145 treated mice, respectively). These results indicate that MMP-9
secretion by tumor cells is induced in vivo. They also suggest that PCK3145 can inhibit
tumor growth and metastatic dissemination through the inhibition of MMP-9 secretion

by tumor cells.

PCK3145 reduces proliferation and clonogenic capacity of human lymphoma and
myeloma cells.

We next wanted to determine whether the favorable effect of PCK3145 on murine
tumors would also apply to human cancers. For this purpose, human hematological
cancer cells representing common and deadly malignancies SR non-Hodgkin’s
lymphoma cells and RPMI8226 myeloma cells were treated with PCK3145. The
expansion of cells exposed in vitro to 250 pg/ml of PCK3145, scrambled peptide or
medium alone was evaluated using an MTT assay. Treatment with PCK3145
significantly decreased the proliferation of SR and RPMI8226 cells compared to both
scrambled peptide and medium alone controls. (Fig 5A; SR cell line OD = 0.65 + 0.007,

0.59 + 0.0056 and 0.54 + 0.0068 for control, scrambled peptide and PCK3145,
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respectively; p<0.001 comparing PCK3145 to control and scrambled peptide. Fig 5B;
RPMI8226 cell line OD = 0.71 £ 0.017, 0.72 £+ 0.038, 0.6085 + 0.019 for control,
scrambled peptide and PCK3145, respectively; p<0.05 comparing PCK3145 to control
and scrambled peptide). To ascertain the impact of short PCK3145 exposure on the
clonogenicity of treated SR and RPMI8226 cells, cells were first treated or not with one
or two doses of 125 ng/ml PCK3145 and plated in methylcellulose. Similarly to the
results obtained with P815 cells, the number of colonies arising from cells that were
treated with two doses of PCK3145 was significantly lower compared to control for
both NHL and MM cells. (Fig 5C; SR; 514.4 + 2.01, 348.6 = 41.5, 311.5 £+ 44.1 for
control, 1 dose and 2 doses of PCK3145 respectively; p<0.05 comparing 2 doses of
PCK3145 to control; and Fig 5D; RPMI8226; 250.8 + 31.75, 152.3 £ 100.3 and 108.8 £+
28.75 for control, 1 dose and 2 doses of PCK3145, respectively; p<0.05 comparing cells
receiving 2 doses of PCK3145 and control cells). These results suggest that human non-

Hodgkin’s lymphomas and multiple myelomas are sensitive to PCK3145.

PCK3145 treatment has an inhibitory effect on subcutaneous growth of SR
lymphoma in NOD/SCID xenograft model.

In order to determine whether the ability of PCK3145 to impair tumor growth in vitro
could translate into a clinical benefit when administered in vivo, NOD/SCID mice were
irradiated and inoculated with SR lymphoma cells subcutaneously and PCK3145 (500
ug/kg) was administered s.c. for 30 days, 5 days per week starting at the day when
tumors became palpable. A significant reduction in tumor volume was observed with
mice that received PCK3145 treatment compared to vehicle control (p<0.01) and

scrambled peptide (p<0.001) (Fig. 6). This result shows for the first time that PCK3145
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treatment can decrease the growth of human malignant non-Hodgkin’s lymphoma in

vivo.

DISCUSSION

In this study, we have evaluated for the first time the ability of PCK3145 to eliminate
hematologic malignancies. Our results provide extensive evidence that PCK3145
exposure eliminates blood-borne cancer cells. Indeed, PCK3145 inhibited the
proliferation of a large variety of cancer cells, including some of the most prevalent and
lethal hematologic malignancies, such as non-Hodgkin’s lymphoma and multiple

myeloma.

PCK3145 was found to eliminate P815 tumor cells using well known colorimetric
assays. In addition, to determine whether cell mortality reflected the elimination of
mature cells, instead of the more important progenitor cell subsets, clonogenic assays
were also performed. Interestingly, incubation with PCK3145 inhibited the colony
forming ability of tumor cells. This has major implications since the early replicating

cells represent those cells ultimately responsible for tumor growth and dissemination.

To ensure that in vitro findings had biological significance and could translate into
therapeutic applications, these same tumor cells (P815) were injected into syngeneic
animals and treated with PCK3145. There was a sharp decrease in tumor cell

proliferation in the animals receiving PCK3145. Although subcutaneous injections
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cause very limited pain, it remained possible that these procedures could induce altered
biologic and immune responses and contribute to the beneficial effect. Nevertheless,
therapeutic benefit was observed while control animals received subcutaneous
injections of saline or the same vehicle as PCK3145. In addition, animals treated with a
peptide of the same length and same amino acid content, but with a different sequence
were not able to generate the same positive effect. This treatment conditions indicates
that the response is highly specific for the peptide sequence. A different sequence from
the same protein was also used, but also failed to generate the desired beneficial effect.
These results show that the small peptide selected has uniquely selective activity. The
limited size of this peptide may represent a particularly favourable profile to limit side-

effects and generate specific activity.

The decrease of P815 tumor volume observed with DBA/2 mice upon PCK3145
treatment could be due to many factors. First, PCK3145 may have slowed proliferation
rate of tumors as seen in the in vitro experiments. Second, since higher levels of
apoptosis have been reported previously for prostate cancer tumors treated with
PCK3145,” an increase in apoptotic activity may have contributed to observed decrease
in tumor growth in our model. It has also been shown that PCK3145 activates the NF-
kB pathway,'® which can consequently lead to activation of pro-apoptotic pathway.***’
Third, the reduction of the tumor growth could have been induced by PCK3145
mediated inhibition of phosphorylation of vascular endothelial growth factor receptor-2

(VEGFR-2),” an important mediator of angiogenesis.”’ The resulting decrease in tumor

vascularization would then lead to reduced growth due to oxygen and nutrient
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deprivation.”®* Since studies on hematological malignancies demonstrated that the
autocrine stimulation of VEGFR-2 receptor by malignant cells secreting VEGF triggers
survival signaling,***' the PCK3145 mediated inhibition of VEGFR-2 signaling could

lead to decreased survival of malignant cells.

Importantly, the decrease in growth kinetics was not dependent on PCK3145
administration route. This implied that the effect of treatment is systemic and could
have a beneficial effect on tumor dissemination. This was demonstrated by the fact that
mice bearing P815 tumor that have been treated with PCK3145 presented almost no
malignant infiltration in the liver for 14 days after the beginning of the therapy. In
contrast, a significant metastatic infiltration was observed in livers from control
(untreated or scrambled peptide treated) mice. Although this difference was lost on day
21 post beginning of the treatment, the time delay in metastatic dissemination suggests

that the treatment had affected its kinetics.

There are several, not mutually exclusive, possible explanations for observed decrease
in metastatic infiltration associated with PCK3145 treatment. Firstly, the decrease of the
primary tumor growth kinetics most likely results in a delay in the metastatic
dissemination process, since a certain “critical” tumor size is needed before
dissemination can occur.’” Secondly, PCK3145 induced loss of clonogenicity observed
in vitro may be another possible cause for decreased frequency of P815 cells capable of
colonizing distant organs, resulting in slower metastasis formation in PCK3145 treated

mice. Thirdly, tumor dissemination depends on enzymes and factors that allow passage
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of cells through basement membrane barrier and microcapilaries, such as MMP-9 and
VEGF,”?** which have previously been shown to be negatively affected by
PCK3145.'%%%% Indeed, we have demonstrated that the level of MMP-9 in peripheral
blood was significantly lower in mice treated with PCK3145, compared to untreated
tumor-bearing animals. Interestingly, we also observed that the microenvironment in
mice play a crucial role for the induction of MMP-9 secretion even in cells that have no
MMP-9 excretion in vitro. This induction could be due to the presence of growth factors
or cytokines and to the contact with the extracellular matrix that occur in vivo.”® This
induction of MMP-9 secretion was not observed in PCK3145 treated mice suggesting
that this peptide interfere with these processes. In addition, this inhibition could be
reinforced by the adherence of PCK3145 to its receptors 67LR and a3f1 that leads to
inhibition of HuR, which results in a destabilization of MMP-9 mRNA and
subsequently in a decrease of MMP-9 secretion.'™'* Moreover, PCK3145 has also been
shown to induce the shedding of CD44 which is the external docking receptor of MMP-
9.10373% A decrease in MMP-9 is likely at least in part responsible for observed decrease
in liver infiltration, since MMP-9 is involved in the basement membrane degradation,39
an important step in metastatic dissemination of tumor.* Moreover, MMP-9 is
associated with increased VEGF and soluble kit ligand release, which promote
angiogenesis and inflammation*' and this process is likely slowed in the PCK3145

treated animals due to decreased MMP-9 levels.

Furthermore, the reported inhibition of VEGFR-2 phosphorylation induced by

PCK3145% could also be involved in the metastatic dissemination delay, since new
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blood vessels are more permissive to migration of malignant cells.** Further studies will
be needed to fully elucidate which of numerous mechanisms are most important for
PCK3145 induced inhibition on both primary tumor growth and its metastatic
dissemination. More detailed knowledge of these mechanisms would allow for
additional refining of the treatment protocol and combination of PCK3415 with other

treatment protocols targeted for maximum effect on dissemination inhibition.

Finally, a reduction in human SR lymphoma growth kinetics in a xenograft model is the
first demonstration that PCK3415 can affect the growth of human hematopoietic
malignancy. Despite more human hematopoietic tumors have to be tested, there is an
indication that PCK3145 could be effective in the treatment of human hematological
malignancies. Similar to SR cell line, in vitro results obtained with human myeloma
RPMI8226 cells are also predicting an inhibition of in vivo tumor growth kinetics by
PCK3145 treatment in a xenograft model. Moreover, the presence of an inhibitory
effect in NOD/SCID mice suggests that the specific (T and B cell mediated) immune
response is not essential for PCK3145 effects, which indicates that treatment could be
used in patients with deficient immune system due to myelosuppressive chemotherapy

: 44344
and/or radiotherapy.™"

Altogether, these results showed that PCK3145 decreases primary hematopoietic tumor
growth and metastatic dissemination. Similar to prostate cancer patients, where
PCK3145 treatment induced a decrease of MMP-9 secretion in peripheral blood,” we

have observed similar decrease in peripheral enzyme levels indicating that PCK3145-
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mediated MMP-9 inhibition could play a role in treatment of hematological
malignancies. Thus, PCK3145 could have beneficial effects for patients with lymphoma
or myeloma by slowing the progression of their diseases. The clinical study performed
on prostate cancer patient revealed that PCK3145 has a low toxicity profile. Indeed, in a
combination with chemotherapeutic agent or other cytotoxic treatments, PCK3145
could increase the disease free period without adding severe adverse effects.” Therefore,

our results will support a clinical trial with patients that have lymphomas or myelomas.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. PCK3145 decreases proliferation and clonogenic capacity of P815 cells.
A. MTT assay of cell proliferation. Cells were plated at a concentration of 300 cells/ml
and were treated or not with 250 mg/ml of PCK3145 or scrambled peptide on alternate
days for 7 days. Bars represent mean of 18 wells + SEM. Control vs. PCK3145;
p<0.001. Scrambled peptide vs. PCK3145; p<0.01.

B. Clonogenic assay. The cells were treated or not with one or two doses of PCK3145
(125 pg/ml) during a 3 day culture and seeded in methylcellulose. After 7 days the
number of colonies was determined. Bars represent mean + SEM of 6 petri dish in each

group in 3 independent experiments. (Control vs. 2 doses of PCK3145 p<0.05)

Figure 2. PCK3145 treatment inhibits P815 tumor growth in DBA/2 mice. P815
cells (2x10%) were injected s.c. in the right flank of DBA/2 mice and treated by peri-
tumoral subcutaneous injection of 500 pg/kg PCK3145, scrambled peptide and
PCK5266 oligopeptide 5 times per week. Control groups received vehicle alone (PBS)
or were left untreated. 4. Tumor volumes of mice receiving s.c. treatment with
PCK3145 (n=22), vehicle alone (n=21), scrambled peptide (n=15) and PCK5266 (n=7).
Lines represent mean of 3 independent experiments + SEM. Significant differences
were indicated by * (p<0.05) ** (p<0.01) *** (p<0.001). B. Tumor volumes of mice
receiving i.p. treatment with PCK3145 (n=18) vehicle alone (n=18) and scrambled

peptide (n=17).
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Lines represent the mean of 3 independent experiments + SEM. Significant differences
compared to scrambled are indicated by * (p<0.05) on day 12, ** p<0.01 on day 14.
Significant differences compared to vehicle alone are p<0.01 on day 12 and p<0.001 on

day 14 (not shown on figure).

Figure 3. PCK3145 decreases liver infiltration by P815 tumor cells in treated mice.
P815 cells (2x10%) were injected s.c. in the right flank of DBA/2 mice. For PCK3145
and scrambled peptide groups, mice were injected intraperitoneally 5 times per week
with 500 pg/kg of peptides. Control mice received vehicle alone (PBS). Mice were
sacrificed at day 14. 4. Bars represent mean + SEM of number of metastases observed
in 25 visual fields at 100x magnification in livers of 8§ mice from 2 independent
experiments. PBS and scrambled peptide vs. PCK3145 p<0.05. B. Representative
histological preparation of a control liver (left panel) from PBS receiving mouse with
several metastases (arrows) and a liver from PCK3145 treated mice (right panel) with

no detectable metastases.

Figure 4. Treatment with PCK3145 inhibits increased tumor-associated MMP-9
serum levels. A. Different cell lines were cultured for 48 hours in serum free media,
which was subsequently analyzed for presence of secreted MMP-9 by zymography.
White bands correspond to the areas of gelatin degradation by MMP-9. THP1 cells were
used as positive control and secreted MMP-9 in vitro (lane 1). PMA induction of THP1
MMP-9 secretion causes a larger area of degradation (lane 2). No MMP-9 secretion was

detected for P815 cells without or with PMA induction (lane 3 and 4).
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B. In vivo MMP-9 secretion by P815 cells:, tumors were extracted 14 days after they
became palpable and overlayed with serum-free media for 72 hours in a 24-well plate.
Media was analyzed for MMP-9 secretion by zymography. THP1 cells were used as
positive control and secreted MMP-9 (lane 1 and 2). Media samples from 6 different
tumors were loaded on gel. For each tumor, areas of degradation have been observed
(lane 3 to 8). C. MMP-9 evaluation in peripheral blood of P815 tumor bearing mice:
Peripheral blood was obtained by intra cardiac punctures 14 days after tumors became
palpable and MMP-9 secretion in peripheral blood was evaluated by ELISA. Bars
represent means + SEM of 15 mice for PBS, 12 mice for scrambled peptide, 12 mice for
PCK3145 and 7 mice for mice without tumor in two independent experiments. Mice
without tumor vs. PBS and scrambled peptide; p<0.05. Mice without tumor vs.

PCK3145; p>0.05. PCK3145 vs. PBS and scrambled peptide; p<0.05.

Figure 5: PCK3145 reduces proliferation and clonogenic capacity of human
lymphoma cells (SR) and human myeloma cells (RPMI8226). 4. MTT assay: SR
cells were plated at a concentration of 2x10” cells/well and were treated or not with 250
mg/ml PCK3145 or scrambled peptide on alternate days for 8 days. Bars represent
means = SEM of 18 wells. Control vs. PCK3145; p<0.001. Scrambled peptide vs.
PCK3145; p<0.001. B. Clonogenic assay: Cells were treated or not with one or two
doses of PCK3145 (125 pg/ml) during 3 days in suspension culture and then plated in
methyl cellulose. Number of colonies was determined 14 days later. Bars represent
mean = SEM of 6 Petri dishes in 3 independent experiments. Control vs. 2 doses of

PCK3145; p<0.05.
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C. MTT assay with RPMI8226 cells plated at 333 cells/well and treated or not 250
mg/ml of PCK3145 or scrambled peptide on alternate days for 21 days. Control vs.
PCK3145; p<0.05. Scrambled peptide vs. PCK3145; p<0.05.

D. Clonogenic assay RPMI8226 cells were treated or not with one or two doses of
PCK3145 (125 pg/ml) during 3 days in suspension culture and then plated in semi solid
media. After 14 days number of colonies was evaluated. Bars represent mean = SEM of

6 Petri dishes in 3 independent experiments. Control vs. 2 doses of PCK3145; p<0.05.

Figure 6: Subcutaneous treatment with PCK3145 decreases human lymphoma SR
subcutaneous tumor growth kinetics NOD/SCID mice. Sublethaly irradiated (3.25
Gy) NOD/SCID mice were injected s.c. with 5x10° SR cells NOD/SCID. Mice were
treated s.c. with 500 pg/kg of PCK3145, scrambled peptide or with PBS alone 5 days
per week starting at day when tumors became palpable. Tumor volumes of mice treated
with PCK3145 (n=22), vehicle alone (n=21), scrambled peptide (n=15) and PCK5266
(n=7) were measured 3 times per week. Lines represent mean + SEM of 13 mice in 2
independent experiments. Significant differences were indicated by ** (p<0.01) for PBS

vs. PCK3145 and *** (p<0.001) for scrambled peptide vs. PCK3145.
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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5. Discussion

Les leucémies, les lymphomes et les myélomes sont des cancers fréquents.' Les
conséquences de ces néoplasmes peuvent Etre trés graves puisqu’ils empéchent le
déroulement de I’hématopoiese normale, entrainant de 1’anémie, des hémorragies et des
infections potentiellement mortelles.”® Les traitements présentement utilisés comme la
chimiothérapie et les greffes de moelle osseuse causent des effets secondaires aux
patients.*> De plus, comme ’efficacité de ces traitements est limitée beaucoup de
patients n’atteignent pas une rémission compléte. Aussi, les rechutes sont
malheureusement trés fréquentes.® Par ailleurs, on sait que les mécanismes d’invasion
tumorale comme la sécrétion de protéases et [’angiogénése participent au
développement des cancers hématologiques.''"''* Comme le PCK3145 inhibe en partie
ces deux mécanismes et qu’il est trés bien toléré chez les patients avec un cancer de la

147,1 N . .
7155 gon utilisation dans le cadre de traitements contre les cancers

prostate,
hématologiques pourrait limiter I’invasion des tissus par les cellules malignes. Le

PCK3145 serait un candidat intéressant pour limiter la dissémination de certains cancers

hématologiques et contribuer a leur rémission.

5.1 But du projet et résultats obtenus

Le but du projet était de déterminer si le PCK3145 possede des effets anticancéreux sur
les cancers hématologiques. Pour ce faire, des tests de prolifération ont d’abord été
réalisés sur des lignées de cancers hématologiques in vitro. Lorsque les lignées de
lymphome non-Hodgkinien immunoblastique a grandes cellules B (SR), de myélome

multiple humain (RPMI-8226) et de mastocytome murin (P815) ont été exposées au
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PCK3145, nous avons observé une diminution de leur prolifération. Par la suite, nous
avons analysé la capacité clonogénique des cellules traitées par le PCK3145. De
maniére intéressante, le nombre de colonies issues des cellules traitées des lignées SR,
RPMI-8226 et P815 était inférieur au nombre de colonies formées par les cellules
contrdles, ce qui indique une perte de la capacité clonogénique de ces cellules. Ainsi les
lignées SR, RPMI-8226 et P815 sont sensibles aux effets du PCK3145 in vitro et ce

composé limite leur prolifération et leur clonogénicité.

Afin de vérifier si ces résultats se traduisaient par des effets inhibiteurs in vivo, nous
avons étudié le développement de tumeur en injectant des cellules P815 chez des souris
syngéniques DBA/2. Les résultats se sont avérés particulierement intéressants puisque
le traitement par le PCK3145 diminue la croissance des tumeurs et réduit la quantité de
métastases hépatiques 14 jours apres le début du traitement. De plus, les niveaux de
MMP-9 dans le sang périphérique des souris traitées avec le PCK3145 étaient
comparables aux niveaux observés chez des souris sans tumeur, alors que chez les
souris des groupes contrdles, les niveaux de MMP-9 sanguins étaient plus élevés. De
plus, le traitement par le PCK3145 de souris séverement immunodéficientes greffées
avec des cellules de lymphome humain SR a montré que ce peptide provoque également
une diminution de la croissance tumorale. Ce résultat indique que ce composé peut
inhiber la progression d’un lymphome humain dans des conditions in vivo, ce qui est

particulierement prometteur pour son utilisation en clinique.
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5.2 Effet du PCK3145 sur la prolifération et la capacité
clonogénique

Premicrement, les résultats obtenus de nos recherches ont montré que le PCK3145
diminue la prolifération et la capacité clonogénique de lignées de cancers
hématologiques. L’inhibition de prolifération observée révele que le PCK3145 peut
ralentir le rythme de prolifération des cellules malignes SR, RPMI-8226 et P§15 en
absence de cytotoxicité. En effet, les tests effectués sur I’induction de 1’apoptose chez
les cellules de ces lignées n’ont pas révélé d’augmentation de la mort cellulaire chez les
cellules traitées au PCK3145. Ce résultat suggere que le PCK3145 affecte le cycle
cellulaire. Dans les études effectuées sur le mécanisme d’action de la molécule Annabi
et coll. ont montré que la phosphorylation de ERK était 5 a 6 fois plus élevée en
présence du PCK3145."" Comme la voie des MAP kinases est impliquée dans la
prolifération des cellules hématopoiétiques,'® la stimulation rapide et transitoire de

ERK par le PCK3145 pourrait modifier ses effets sur la prolifération.

De plus, la diminution du nombre de colonies formées par les cellules traitées au
PCK3145 indique une réduction de la clonogénicité des cellules tumorales et une
limitation du potentiel d’expansion de ces cancers. En effet, la capacité clonogénique
mesure D’aptitude des cellules tumorales a former de nouveaux foyers cancéreux en
proliférant de maniére clonale. Le PCK3145 pourrait donc réduire la capacité de
dissémination de ces cancers hématologiques en affectant les propriétés qui permettent

la formation de colonies comme par exemple, les molécules d’adhésion. Cette perte de
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clonogénicité pourrait expliquer en partie la diminution des métastases hépatiques dans

le modele P815.

5.3 Effet du PCK3145 sur la croissance tumorale

D’abord, le PCK3145 diminue la croissance du mastocytome induit chez les souris par
injection sous-cutanée. Cette réduction de croissance de la tumeur primaire est la
premicre évidence d’un effet anticancéreux sur un cancer hématologique in vivo. La
diminution de la croissance tumorale a été observée tant en présence d’un traitement
sous-cutané administré a proximité de la tumeur qu’en présence d’un traitement
systémique intrapéritonéal. Cette observation indique que la distribution du médicament
permet I’utilisation de plusieurs modes d’administration, ce qui pourrait étre bénéfique
pour les patients. En effet, une administration systémique assure une distribution dans
tous les sites ou la tumeur pourrait se loger. De plus, selon le site d’origine du cancer, il
peut s’avérer difficile d’injecter le traitement localement. Le fait que ce traitement
fonctionne alors que les doses utilisées sont faibles démontre que le composé est

particuliérement puissant ou que les cellules y sont tres sensibles.

Ensuite, la diminution de la croissance tumorale pourrait étre causée par plusieurs effets
du PCK3145 puisque ses mécanismes d’action sont multiples. Premi¢rement, la
diminution de la capacité proliférative des cellules qui a ét¢ démontrée in vitro pourrait
expliquer la réduction de la croissance de la tumeur primaire P815. De plus, la
diminution des niveaux de MMP-9 observée dans le sang des souris pourrait également
expliquer le défaut d’expansion de la tumeur primaire comme c’est le cas pour le cancer

de la prostate.”® La résistance de la membrane basale et des constituants de la matrice



71

extracellulaire pourrait entraver la croissance de la tumeur. De plus, MMP-9 est connue
pour recruter des facteurs pro-inflammatoires qui favorisent le développement tumoral
et le processus de formation des vaisseaux sanguins permettant de soutenir la croissance

34,38

de la tumeur. Effectivement, la diminution de I’angiogénése peut priver la tumeur

primaire de nutriments et d’oxygéne, ce qui pourrait en limiter I’expansion.*’

En plus de réduire la quantité¢ de VEGF disponible, dont la sécrétion est augmentée par
MMP-9, le PCK3145 peut aussi inhiber la phosphorylation de VEGFR-2.'>’

Conséquemment, la réduction de la stimulation via VEGFR-2 des cellules endothéliales

115

peut réduire ’angiogéneése déja induite par une carence en VEGF. ° Un déréglement de

114
et des

I’angiogénése est associé au développement des leucémies,”” des lymphomes
myélomes.'** En outre, ’inhibition de VEGFR-2 peut freiner la croissance tumorale en

réduisant I’intensité des signaux de survie intracellulaires.”

De plus, une augmentation de I’apoptose au sein des tumeurs a été documentée dans le

modéle de cancer de la prostate.'”

Il est possible que des conditions présentes
seulement in vivo, comme le confinement de la tumeur et le manque de nutriments,
favorisent I’induction de 1’apoptose dans le mastocytome par le PCK3145. En outre, les
recherches d’Annabi et coll. ont démontré que le PCK3145 stimule la voie NF-kB.'"
Cette voie de signalisation régule I’apoptose.'> 1l est possible que I’intensité et la durée

du signal induit par la liaison du PCK3145 au récepteur 67 LR produisent un effet pro-

apoptotique chez les cellules tumorales P815, réduisant ainsi leur croissance in vivo.
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5.4 Effet du PCK3145 sur le développement des métastases

En plus de réduire la croissance des tumeurs primaires, les expériences effectuées avec
le modele murin de mastocytome indiquent que le PCK3145 diminue 1’apparition des
métastases au foie. Alors que les métastases ont presque totalement infiltré le foie des
souris controles 14 jours apres le début du traitement, les foies des souris traitées par le
PCK3145 sont peu ou pas du tout infiltrés par les métastases. Cela suggére que le
PCK3145 non seulement a un effet sur les cellules malignes elles-mémes, mais aussi un

effet systémique qui limite la capacité de dissémination des cellules malignes.

La diminution de la croissance tumorale que nous avons observée a pu contribuer a
I’inhibition du processus métastatique puisque les tumeurs doivent atteindre une taille
suffisante pour pouvoir se disséminer.'” De plus, la diminution de la capacité
clonogénique des cellules malignes observée in vivo pourrait se traduire par une plus
faible quantité¢ de cellules ayant la capacité de former des métastases. De ce fait, le

PCK3145 pourrait diminuer les propriétés invasives du mastocytome.

Deuxiemement, le PCK3145 peut restreindre la dissémination de la tumeur primaire en
induisant une diminution de 1’angiogénése via une inhibition de VEGFR-2. La
réduction du nombre de vaisseaux pourrait limiter la capacité des cellules a migrer vers
d’autres organes. D'ailleurs, les vaisseaux sanguins nouvellement formés offrent une
plus grande perméabilité, ce qui facilite leur pénétration par les cellules malignes

détachée de la tumeur primaire.'®
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Troisiémement, le PCK3145 induit la diminution des niveaux de MMP-9 dans le sang
périphérique des souris traitées, ce qui indique que ce mécanisme pourrait étre impliqué
dans le ralentissement du processus métastatique. L’inhibition de MMP-9 peut limiter la
dégradation de la membrane basale entourant la tumeur et ainsi rendre plus difficile
1’évasion des cellules tumorales.”” De plus, les cellules malignes circulantes sont plus
vulnérables aux attaques des cellules immunitaires puisque MMP-9 a des effets
immunosuppresseurs ce qui implique que moins de cellules survivent a leur passage
dans le flot sanguin.35 De surcroit, le PCK3145 peut également diminuer la qualité des
niches qui sont formées entre autres par la dégradation des membranes basales par
MMP-9 et par le recrutement de facteurs inflammatoires, ce qui les rend moins
accessibles pour les cellules malignes circulantes.” Ainsi, le foie des souris traitées par
le PCK3145 serait plus difficile a coloniser pour les métastases P815 que le foie des
souris controles. Par ailleurs, le PCK3145 est connu pour induire le clivage du récepteur
externe de MMP-9, CD44.'* L’association de MMP-9 a ce récepteur favorise
I’adhésion aux constituants devant étre hydrolysés.””*'*! Ainsi, en induisant le clivage
de CD44, le PCK3145 peut diminuer I’adhésion cellulaire qui est nécessaire a la

formation des métastases.

5.5 Effet du PCK3145 sur le ymphome humain

Le modele xénogénique de lymphome humain SR injecté en sous-cutané dans une
souris immunoincompétente NOD/SCID a permis de déterminer 1’effet du PCK3145 sur
un cancer hématologique humain. Dans ce mod¢le, le PCK3145 administré en sous-
cutané diminue la croissance du lymphome. Ce résultat suggere fortement que des

lymphomes humains pourraient étre traités par le PCK3145.
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La réduction de la croissance du lymphome pourrait étre induite par la liaison du
PCK3145 au récepteur 67LR."’ La présence de ce récepteur a la surface des
lymphomes anaplasiques a grandes cellules'*® permet de supposer que plusieurs autres
lymphomes expriment aussi ce récepteur et que le PCK3145 puisse induire ses effets
chez les lymphomes en se liant a ce récepteur. La liaison a ce récepteur dans notre
modele a pu induire une diminution de sécrétion de MMP-9 en déstabilisant son ARN

e ., . 14
messager et ainsi réduire la capacité de croissance du lymphome SR.'*’

Par ailleurs, comme les lymphomes stimulent I’angiogénése dans les ganglions et dans
la rate, le PCK3145 pourrait également inhiber la formation des vaisseaux sanguins en
empéchant la phosphorylation de VEGFR-2 et limiter la croissance des lymphomes.'”
On croit que le défaut d’angiogénése a pu, dans ce cas réduire la croissance tumorale
par une carence de nutriments. Dans ce modéle de xénogreffe, comme le lymphome SR
est demeuré localisé, il n’a pas été possible d’évaluer alors I’effet du PCK3145 sur le

processus métastatique du lymphome.

5.5.1 L’effet du PCK3145 est indépendant de 'immunité spécifique

La réduction de la croissance du lymphome dans notre modele de xénogreffe indique
que P'immunité spécifique n’est pas essentielle au traitement fonctionne. Cette
observation présente un intérét pour le traitement des cancers hématologiques. En effet,
les souris NOD/SCID utilisées ne possedent aucuns lymphocytes, ou cellules NK
fonctionnelles. Ces dernicres sont impliquées dans [’élimination des cellules
tumorales.” Le fait que le PCK3145 diminue la croissance tumorale dans ces conditions

signifie que I'immunité médiée par les cellules lymphoides n’exerce aucun role sur la
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croissance des tumeurs. Puisque, les cancers hématologiques sont traités par des
chimiothérapies myé¢loablatives, les patients ont une immunité spécifique déficiente.
Comme D’effet du PCK3145 est indépendant de la réponse immunitaire, les patients

immunodéprimés pourraient bénéficier du traitement.

5.6 La sécrétion de MMP-9 provient des tumeurs

Les cellules P815 in vitro ne sécrétent pas MMP-9 dans le milieu extracellulaire. Par
contre, I’extraction des tumeurs sous-cutanées P815 des souris DBA/2 a permis de
constater que les cellules tumorales P815 sécrétent MMP-9 dans un milieu de culture
approprié. Les conditions présentes in vivo pourraient donc induire la sécrétion de
MMP-9. En effet, les cellules en culture ont un acceés direct aux nutriments présents
dans le milieu. Ainsi, elles n’ont pas besoin de sécréter MMP-9 pour induire
I’angiogénese et avoir plus d’espace pour croitre comme c’est le cas lorsque ces cellules
sont injectées sous la peau. Ce phénoméne pourrait expliquer que des cellules qui
n’expriment pas MMP-9 in vitro soient tout de méme sensibles aux effets du PCK3145

in vivo.

Les dosages de MMP-9 indiquent que malgré une absence de sécrétion in vitro, les
tumeurs peuvent sécréter MMP-9 dans le milieu extracellulaire aprés extraction. De
plus, la combinaison des observations du modele P815 sur la sécrétion de MMP-9 qui
est diminuée dans le sang périphérique et 1’absence d’¢élévation de MMP-9 endogéne
chez les souris NOD/SCID suggere que le PCK3145 inhibe la sécrétion de MMP-9

fournie par les tumeurs elles-mémes.
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5.7 Utilisations potentielles du PCK3145

Méme si le PCK3145 diminue la croissance des tumeurs murines (P815) et humaines
(SR) la persistance de cellules malignes indique que le PCK3145 ne permet pas de faire
disparaitre entiérement les tumeurs. Néanmoins, le PCK3145 a permis une éradication
des tumeurs dans certains cas, ce qui indique que le PCK3145 peut, dans certaines
conditions, entrainer une rémission complete. Il ne faut pas oublier que dans beaucoup
de modeles, les agents antinéoplasiques sont utilisés pour prévenir la croissance des
tumeurs. Au contraire, nous avons commencé a traiter nos animaux qu’apreés avoir
identifi¢ une croissance tumorale. Dans un tel cas, la masse tumorale est déja importante
lors du début du traitement. Egalement, il faut noter que le PCK3145 est un traitement
trés bien toléré qui ne cause pas d’effets secondaires graves similaires a ceux observés
avec les agents habituels de chimiothérapie. Comme le PCK3145 est une molécule peu
ou pas toxique, elle pourrait donc étre facilement utilisée en combinaison avec d’autres
agents de chimiothérapies puisqu’elle ne devrait pas causer d’augmentation des effets

secondaires.

De plus, le PCK3145 peut limiter les processus nécessaires a 1’invasion tumorale, cela
devrait permettre aux traitements de chimiothérapie conventionnelle d’exercer leur
action cytotoxique non seulement de fagon plus compléte, mais d’atteindre plus souvent
une cure. En effet, le PCK3145 pourrait maintenir plus longtemps la maladie a un stade
localisé. De plus, en permettant 1’apoptose, le PCK3145 pourrait accroitre I’effet des

traitements actuels, et ce, sans ajouter d’effets secondaires importants.
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Les observations effectuées grace a nos deux modeles in vivo suggerent que 1’inhibition
de la prolifération et la perte de clonogénicité sont liées a I’effet inhibiteur du PCK3145
sur la croissance des tumeurs in vivo. Ainsi, le myélome multiple RPMI-8226 pourrait
étre sensible au traitement par le PCK3145 dans un mod¢le de xénogreffe d’abord via
des mécanismes impliquant une diminution de sa prolifération et de sa capacité
clonogénique in vitro. Par ailleurs, les myélomes sécrétent MMP-9 et induisent
I’angiogénese dans la moelle osseuse. Le PCK3145 pourrait donc inhiber ces deux
mécanismes et augmenter I’efficacité des traitements contre le myélome.

160
elles

Comme les leucémies myéloides aigués expriment aussi, le récepteur 67 LR,
pourraient répondre au PCK3145. De plus, dans plusieurs cas de leucémie, les cellules
recoivent des signaux de survie par la stimulation autocrine de VEGFR-2. La
diminution de ces signaux induite par le PCK3145 pourrait faciliter I’élimination des
blastes par des agents cytotoxiques. Il serait donc intéressant de poursuivre les
recherches sur le PCK3145 dans un modele de leucémie in vivo. En ce sens, la lignée
HL-60 est la seule lignée pour laquelle une sécrétion de MMP-9 a été détectée in vitro.

Il serait intéressant d’étudier I’effet du PCK3145 sur la progression des leucémies

my¢loides aigué€s en utilisant cette lignée dans un modéle de xénogreffe.
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6. Conclusion

Les résultats que nous avons obtenus permettent de conclure que la croissance de
certains cancers hématologiques est inhibée par le traitement au PCK3145. Le potentiel
thérapeutique de ce peptide envers les lymphomes est prometteur. De plus, la
prolifération et la capacité clonogénique d’une lignée de myélome humain ont été
diminuées par ce traitement, ce qui permet d’envisager que le traitement au PCK3145
puisse aussi s’appliquer au myé¢lome. Le PCK3145 ayant déja été utilisé dans des études
cliniques pour le cancer de la prostate, il serait fort intéressant de le tester chez I’humain

pour le traitement des lymphomes et des myélomes.

7. Perspectives

Les résultats prometteurs obtenus permettent d’identifier plusieurs pistes intéressantes
d’investigation. Premierement, il pourrait étre intéressant d’étudier 1’effet du PCK3145
sur d’autres cancers hématologiques humains dans un mode¢le de xénogreffe. De plus, il
serait utile de déterminer I'impact du PCK3145 sur 1’angiogénése induite par ces
cellules cancéreuses. En effet, il est plausible que le PCK3145 puisse diminuer
I’angiogénése par le biais de I’inhibition de VEGFR-2. Pour vérifier cette hypothese, il
serait intéressant de mesurer la densité des microvaisseaux sanguins dans les tumeurs
chez les souris traitées par le PCK3145. Si le PCK3145 diminue 1’angiogéneése, la
phosphorylation de VEGFR-2 pourrait étre mesurée par immunofluorescence. La
quantit¢ de MMP-2 dans le sang pourrait aussi étre mesurée, car elle participe

activement au processus d’angiogénese.
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Pour élargir 1’éventail des résultats déja obtenus, un modele de lymphome humain
métastatique pourrait étre utilisé pour étudier I’impact de PCK3145 sur la dissémination

des lymphomes in vivo.

D’autre part, le potentiel de traitement du PCK3145 sur les leucémies est également
intéressant. Puisque les leucémies sont trés envahissantes et agressives, la limitation de
leur capacité d’invasion et d’infiltration pourrait grandement contribuer a leur guérison.
Ainsi, des études plus approfondies sont nécessaires pour évaluer les effets du

PCK3145 sur les leucémies myéloides et lymphoides in vivo.

Finalement, il serait intéressant de tester le PCK3145 sur des cellules de patients atteints
de lymphomes, de my¢lomes et de leucémies afin de connaitre 1’étendue des effets du
PCK3145 sur les cancers hématologiques et de discriminer les caractéristiques des
cancers qui sont sensibles aux effets anticancéreux du PCK3145. Les résultats générés
dans la présente étude sont donc fort intéressant et devrait mener a des études cliniques

de premier plan chez les patients atteints de cancers hématologiques.
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