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Résumé

Ces derniéres années ont connu une explosion des connaissances sur les modifications
épigénétiques apparaissant dans les cellules cancéreuses. L’importance de ces mécanismes
dans le cancer a encouragé I’utilisation clinique d’un inhibiteur de la méthylation de
I’ADN nommé la 5-aza-2’-désoxycytidine (5-AZA-CdR). Ce médicament a un nouveau
mécanisme d'action qui permet de réactiver les génes suppresseurs de tumeurs inhibés
dans les cellules cancéreuses. Cet agent suscite beaucoup d’espoir pour le traitement
chimiothérapeutique du cancer et son utilisation en clinique a été autorisée pour le

traitement des syndromes myélodysplasiques.

Les agents anticancéreux peuvent étre utilisés en combinaison afin d’augmenter
Iefficacité de la chimiothérapie et de détruire les cellules cancéreuses résistantes a un
agent donné, sans augmenter la toxicité chez le patient. Cette derniére est généralement

tres élevée et elle représente un facteur limitant dans ’efficacité des médicaments.

La recherche effectuée dans le cadre de ce doctorat a pour objectif d’augmenter
Iefficacité anticancéreuse de la 5-AZA-CdR en combinaison avec la génistéine. Plusieurs
caractéristiques de la génistéine nous ont amenés a émettre I’hypotheése que la
combinaison avec la 5-AZA-CdR pourrait présenter des avantages intéressants pour le
traitement du cancer. Tout d’abord, la génistéine est une isoflavone retrouvée dans le soja
qui présente une activité chimiopréventive. La génistéine est une molécule non toxique
utilisée depuis des siécles par la médecine traditionnelle. Au niveau moléculaire, elle
posséde une action pléiotropique sur les mécanismes cellulaires. Comme cette molécule
agit sur plusieurs voies cellulaires en méme temps, elle réduit la probabilité du
développement de la résistance des cellules cancéreuses par rapport a ’utilisation d’un

agent spécifique a une seule voie cellulaire.

Tout d’abord, nous avons évalué Dactivité antileucémique in vitro et in vivo de la

génistéine utilisée seule. Elle produit une activité antinéoplasique contre des lignées
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cellulaires de leucémies myéloide et lymphoide. De plus, le traitement de la
génistéine sur des cellules leucémiques réactive des génes suppresseurs de tumeurs. Chez
des souris leucémiques, une diéte enrichie en génistéine produit un effet antileucémique

modéré, mais significatif.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié I’effet de la combinaison de la génistéine
avec la 5-AZA-CdR. La combinaison produit un effet anticancéreux synergique sur des
lignées cellulaires humaines de leucémies myéloide et lymphoide. La génistéine induit
aussi une activité antileucémique contre des cellules résistantes a la 5-AZA-CdR. Cet effet
est augmenté quand la génistéine était utilisée en combinaison avec la 5-AZA-CdR. In
vivo, cette combinaison prolonge le temps de survie des souris leucémiques, sans
augmenter la toxicité de la 5-AZA-CdR. Ces résultats démontrent que la génistéine a le
potentiel d’augmenter I’efficacité clinique de la 5-AZA-CdR pour le traitement des

leucémies.

Cette combinaison posséde aussi un potentiel anticancéreux contre des cellules du cancer
du poumon, du sein et du colon. Ceci suggére que cette activité anticancéreuse pourrait
étre appliquée & d’autres types de cancer. Les résultats précliniques démontrent que la
combinaison de la génistéine et de la 5-AZA-CdR posséde des caractéristiques
intéressantes pour la chimiothérapie anticancéreuse. Une telle combinaison pourrait avoir
un impact significatif en clinique, notamment pour des patients 4gés qui ne peuvent pas

supporter la trop grande toxicité des traitements anticancéreux.

Ry “Lof Wl b

Noél J -!LI Raynal Michel Charbonneau
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Introduction

Depuis les années 1970, le temps de survie des patients atteints d’un cancer est en
augmentation gréce a un diagnostic précoce, une amélioration des traitements, un meilleur
suivi des patients et une baisse de la consommation de cigarettes. Le tableau 1 présente
I’augmentation du taux de survie a cinq ans pour différents cancers chez des patients
diagnostiqués de 1974 a 1976 (DeVita et al., 2005) et de 2001 4 2003 (Société canadienne
du cancer, voir http://cancer.ca). Pour tous les cancers, ’augmentation du taux de survie a
5 ans est passée de 50 a 62 %. Les cancers les plus diagnostiqués, classés par ordre de
mortalité décroissante, sont chez ’homme, les cancers du poumon, du colon et de la

prostate et chez la femme, les cancers du poumon, du sein et du colon.

Tableau 1 : Evolution du taux de survie (%) a cinq ans aprés le diagnostic d’un

cancer dans les années 1970 et 2000.

Types de cancer 1974-1976 2001-2003

Taux de survie a 5 ans (%)

Tous les cancers 50 62
Leucémie 34 50
Cancer du poumon 13 15
Cancer du colon ' 50 62
Cancer du sein 75 87

Cancer de la prostate 67 94
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Le cancer est la premiére cause de mortalit¢ au Canada et dans de nombreux pays
industrialisés. Le nombre de nouveaux cas de patients atteints du cancer est en
augmentation, principalement attribuable a la croissance démographique et surtout au
vieillissement de la population. En effet, 44 % des nouveaux cas et 60 % des décés causés
par le cancer surviennent chez des personnes de 70 ans et plus. Les statistiques de la
Société canadienne du cancer (http://cancer.ca) prévoient en 2008 ’apparition de 166 400
nouveaux cas et 73 800 déces. Au Canada, le taux d’incidence actuel est tel que 40 % des
femmes et 45 % des hommes seront atteints d’un cancer au cours de leur vie et environ un

Canadien sur quatre mourra de cette maladie.

La recherche s’est d’abord concentrée sur les mutations génétiques qui étaient pergues
comine la principale cause du cancer. D’autres travaux ont ensuite démontré que le cancer
était causé par un ensemble d’aberrations génétiques et épigénétiques. Le terme
épigénétique décrit la transmission de I’état de I’expression des génes qui n’est pas causée
par des changements de la séquence de I’ADN (Yoo et Jones, 2006). Les processus
épigénétiques sont présents dans tous les aspects de la biologie. Les changements
épigénétiques jouent un réle trés important dans la carcinogenése, des stades néoplasiques
jusqu’aux meétastases, car ils sont transmis lors des divisions cellulaires (Jones et Baylin,
2007). Ces modifications sont maintenant pergues comme 1’élément causal de la maladie.
Le phénoméme épigénétique le plus étudié est la méthylation de ’ADN (Yoo et Jones,
2006). Contrairement aux mutations qui sont irréversibles, les aberrations épigénétiques
sont réversibles. Cette découverte a ouvert la voie a des recherches sur 1’étude des
mécanismes moléculaires responsables de ces changements réversibles. D’un point de vue
pharmacologique, la découverte des mécanismes épigénétiques a aussi mis en lumiére de
nombreuses cibles moléculaires dont la modification a pour but d’éradiquer I’ensemble
des cellules malignes. Cette thérapie épigénétique du cancer a permis le développement de
nombreux médicaments qui ciblent les enzymes impliquées dans la régulation

épigénétique de I’expression des génes (Yoo et Jones, 2006).
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Nos travaux de recherche en thérapie épigénétique du cancer portent sur un inhibiteur
irréversible de la méthylation de I’ADN de la classe des analogues de nucléosides, la 5-
aza-2’-désoxycytidine (5-AZA-CdR). Ce médicament épigénétique a été approuvé en mai
2006 par la FDA («Food and Drug Administration») aux Etats-Unis sous le nom
commercial de décitabine ou dacogen® pour le traitement des syndromes
myélodysplasiques. Notre recherche s’est tournée vers des molécules a combiner avec la
5-AZA-CdR pour augmenter son efficacité et lutter contre les cellules qui lui sont
résistantes, sans augmenter sa toxicité. Dans le cadre de ce doctorat en biologie, les
recherches effectuées porteront sur I’étude de la combinaison de la 5-AZA-CdR avec une

molécule de la classe des isoflavones, la génistéine.

Apres cette breve introduction, la thése sera divisée en trois parties. Tout d’abord, la revue
de la littérature qui sera subdivisée en trois sections portant successivement sur le cancer,
la 5-AZA-CdR et la génistéine. Dans une deuxiéme partie, nous présenterons les résultats
de notre recherche. Ils seront présentés en trois sections sous forme d’articles
scientifiques. Enfin, dans la troisiéme partie, les résultats seront discutés, tout comme leur
contribution & I’avancement des connaissances dans le domaine de la thérapie

épigénétique contre le cancer.



PREMIERE PARTIE : LA REVUE DE LA
LITTERATURE



Chapitre 1 : Le cancer

1.1 Définition des cellules cancéreuses :

Déja décrit en Egypte 3500 ans av. J ~C., le cancer a d’abord été défini par Hippocrate (-
460 a -370 ans av. J.-C.) comme : «un gonflement dur, non inflammatoire, ayant tendance
a récidiver et se généraliser jusqu'a la mort». Pendant plusieurs siécles de recherche, le
cancer est considéré comme une maladie des tissus. Grace a I’emploi du microscope, il est
ensuite pergu comme une maladie de la cellule. Aujourd’hui, le cancer est défini comme
une maladie causée par une prolifération cellulaire anarchique, incontrdlée et incessante

au sein d’un tissu normal.

La carcinogenése est un processus qui se fait en plusieurs étapes parmi lesquelles on
distingue les phases d’initiation, de promotion, de transformation et de métastase (Figure
1). L’initiation est produite par une altération geénétique ou épigénétique de ’ADN qui
donne a la cellule un avantage de croissance (Hanahan et Weinberg, 2000). D’autres
modifications, notamment sur le contrdle de la croissance cellulaire, vont permettre
I’émergence de clones transformés, c’est la phase de promotion. Ensuite, on observe
I’expansion des clones cancéreux dans la phase de progression. L’accumulation des
altérations donne la capacité aux cellules cancéreuses de former des métastases
(Macdonald et al., 2004). De fagon geénérale, les cellules cancéreuses sont caractérisées
par I’indépendance vis-a-vis des signaux de croissance cellulaire, la perte de I’apoptose,
I'insensibilité aux signaux d’inhibition de la croissance, 1’invasion tissulaire, les

métastases, I’angiogenése et la réplication illimitée (Hanahan et Weinberg, 2000).

Récemment, des recherches ont démontré que les tumeurs étaient composées d’une
population hétérogéne de cellules cancéreuses. Parmi celles-ci, une minorité est

responsable de la croissance et de la propagation de la tumeur. Ces cellules sont appelées
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les cellules souches cancéreuses (CSC). A 1’image des cellules souches normales’, elles
peuvent s’autorenouveler, former des clones (grice a leur potentiel clonogénique) et
générer des cellules progénitrices différenciées®. A 1’opposé, la majorité des cellules
cancéreuses n’ont pas la capacité de former des clones et ont perdu les caractéristiques des
CSC (Kvinlaug et Huntly, 2007). L’hétérogénéité des cellules cancéreuses est causee par
la différenciation des CSC résultant d’un ensemble de modifications génétiques et
épigénétiques. Ces CSC sont trés importantes pour la thérapie anticancéreuse, car elles
sont résistantes a la plupart des traitements et sont responsables de la rechute des patients

(Oakley et Van Zant, 2007).

En raison de leur longue durée de vie, les cellules souches sont des cibles privilégiées pour
’accumulation de modifications menant a leur transformation en CSC. Or, ces aberrations
produisent un phénotype cancéreux qui a un caractere réversible, ce qui démontre ’origine
épigénétique, et non génétique du cancer. Par exemple, des expériences de clonage ont
montré que le noyau d’une cellule cancéreuse de mélanome de souris peut générer une
souris normale. Cette expérience démontre le cté réversible du contrdle épigénétique de
I’expression des génes pouvant passer d’un phénotype cancéreux a un phénotype normal

(Feinberg et al., 2006).

1.2 Les facteurs génétigues et épigénétiques dans le déclenchement du cancer :

Le déclenchement du cancer se produit en trois étapes : (1) une dérégulation épigénétique
des cellules souches, (2) une mutation ou un réarrangement chromosomique et (3) des

modifications génétiques et épigénétiques ultérieures (Feinberg et al., 2006).

! Une cellule souche est une cellule ayant une longue durée de vie qui est responsable de la formation
et du maintien d’un tissu. Elle peut se diviser de fagon symétrique en donnant soit deux cellules souches ou
deux cellules progénitrices. Elle peut aussi se diviser de fagon assymétrique en donnant une cellule souche et
une cellule progénitrice Oakley, E. J., et Van Zant, G. (2007). Unraveling the complex regulation of stem
cells: implications for aging and cancer. Leukemia 21, 612-621.

2 Les cellules progénitrices différenciées perdent les caractéristiques des cellules souches, notamment
la capacité de s’autorenouveler.
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Figure 1 : La transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse se fait en

plusieurs étapes : Pinitiation, la promotion, la progression et les métastases.

L’initiation épigénétique est causée, par exemple, par une modification de la méthylation
de I’ADN dans la région promotrice de genes cibles. D’autres mutations génétiques se
produisent par la suite. Elles peuvent induire ’augmentation de I’expression de certains
génes, appelés oncogeénes. Ces derniers codent pour des protéines, contrdlant la
prolifération cellulaire, la différenciation, le contrdle du cycle cellulaire et I’apoptose. Des
mutations de ces génes stimulent la croissance cellulaire. En outre, des mutations peuvent
induire la perte de I’expression des génes suppresseurs de tumeurs (TSG) dont la fonction
est d’inhiber la progression du cycle cellulaire. Leur inactivation augmente la prolifération

cellulaire. D’autres modifications génétiques peuvent se produire sous forme de
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translocations chromosomiques. Elles se produisent souvent sur des séquences de ’ADN
codant pour des protéines impliquées dans le contrdle épigénétique de I’expression des
génes. Par exemple, une translocation chromosomique au niveau du géne MLL (pour
«myeloid/lymphoid or mixed lineage leukemia») inhibe sa fonction de méthyltransférase
de lysine 4 des histones et favorise la transformation des cellules hématopoiétiques en

CSL (Krivtsov et Armstrong, 2007).

Normal Cancer
alaYala¥e g NN N
iz ] [

atalatala S Watala

AV AVAV IR v UL U

- Mutation D Modification épigénétique

Figure 2 : Les changements génétiques (mutations et délétions chromosomiques) et

épigénétiques dans le cancer (adaptation d’Herman & Baylin 2003).

Pour altérer la fonction d’un TSG, il faut que les deux copies du géne soient modifiées au
niveau génétique et/ou épigénétique, pour passer d’un phénotype normal & un phénotype
cancéreux. On parle d’un mécanisme a deux coups (Knudson, 1971). Ces coups peuvent
étre composés de deux mutations, de modifications épigénétiques ou d’une mutation et
d’une modification épigénétique (Figure 2). Les délétions chromosomiques peuvent aussi
affecter une des deux copies du géne. Il est rare que les deux copies d’un géne soient
inactivées par des mutations de I’ADN. Cependant, des modifications épigénétiques, telle
I’hyperméthylation de I’ADN, sont fréquemment impliquées dans I’inactivation des deux

copies d’un TSG. Ces altérations génétiques et épigénétiques coopérent pour transformer
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les cellules normales en cellules néoplasiques qui vont acquérir la capacité d’aller former

des métastases (Herman et Baylin, 2003).

1.3 Les deux principales modifications épigénétiques, la méthylation de I’ADN et la

modification des histones :

1.3.1 La méthylation de I’ADN :

L’ajout d’un groupement méthyle en position 5 de la C de I’ADN post-répliqué produit
une cinquiéme base, la 5-méthyle-cytosine (5™C ; Figure 3A). Cette réaction est catalysée
par les méthyltransférases de I’ADN (DNMT pour «DNA methyltransferase»; Figure 3B),
dont le donneur de méthyle est le S-adénosylméthionine (SAM ; Goll and Bestor 2005).

Les C sont méthylées sur les deux brins de I’ADN (I’ADN méthylé sur un seul brin est dit
hémi-méthylé). Trois a cinq pour cent des C de I’ADN sont méthylées (Esteller, 2007a) et
environ 70 4 80% des 5™C précédent une guanine (G) formant un dinucléotide CpG (Bird,
1986). On nomme, «ilot CpG», toute séquence d’ADN de 40 a 300 paires de bases ou la
proportion en CpG est supérieure & 60 %. On retrouve des {lots CpG dans 76 % des génes,
incluant les génes d’entretien et les génes spécifiques aux tissus (Goll et Bestor, 2005). La
méthylation des C de I’ADN est un mécanisme de contrdle de I’expression des génes. Les
C des ilots CpG présentes dans le promoteur et le premier exon d’un géne sont
généralement non-méthylées et asssociées a I’expression du géne (Figure 4A). A I’oppos,
’hyperméthylation de ces C (Figure 4B) est associée 4 I’inhibition de I’expression des
génes. L’hyperméthylation des promoteurs se retrouve notamment sur le chromosome X

inactif et sur les chromosomes soumis 4 I’empreinte génomique' (Robertson, 2001).

: Chaque géne posséde un aliéle d’origine paternelle et un alléle d’origine maternelle. On parle
d’empreinte génomique quand un des deux alleles s’exprime en fonction de son origine parentale.
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Figure 3 : La méthylation de ’ADN (Worm et Guldberg, 2002).

L’inhibition de la transcription est stabilisée par la propagation de la méthylation de
I’ADN en amont et en aval des sites de fixation des facteurs de transcription (Turker,
2002). La liaison des facteurs de transcription empéche, quant a elle, la propagation de la
méthylation. Les ilots CpG qui contrlent I’expression des geénes, peuvent parfois se
trouver a plusieurs kilobases avant le début du géne (Brena et al., 2006). Cependant, des C
méthylées peuvent aussi contrdler la transcription dans un promoteur dépourvu d’ilot CpG

(Toyota et Issa, 1999).

La majorité des 5™C se trouve dans les éléments répétés' de ’ADN. L’hyperméthylation

des C de ces séquences sert & empécher I’expression de ces éléments mobiles pour éviter

! Les éléments répétés (transposons, rétrotransposons autonomes et non-autonomes) sont des
éléments mobiles de I’ADN qui constituent 45% du génome humain Kazazian, H. H., Jr. (2004). Mobile
elements: drivers of genome evolution. Science (New York), N.Y 303, 1626-1632.
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leur duplication et leur insertion dans I’ADN responsable de mutations et de la
déstabilisation de I’ensemble du génome (Deininger et al., 2003; Kazazian, 2004; Goll et

Bestor, 2005).

Les 5"C ou les C sont sujettes & une transition en thymine (T) par une réaction de
désamination. Mais cette transition se produit & une plus grande fréquence pour les 5™C
que pour les C. Cette modification, si elle n’est pas réparée, est responsable de mutations
qui jouent un rdle trés important en mutagenése. En effet, les transitions de C & T des CpG
sont les mutations les plus fréquentes dans le cancer et les maladies génétiques humaines

(Morgan et al., 2004).

CpG island

Promoter Exon 1

5mC
(T T ?
Promoter Exon 1

Figure 4 : La méthylation de ’ADN est un mécanisme de contrdle de la transcription.

Les principales DNMT (DNMT], 2, 3A, 3B et 3L) sont respectivement cartographiées sur
les chromosomes 19p, 10p, 2p et 20p. La DNMT]1 est I’enzyme du maintien de la
méthylation, car elle a une affinité 5 a 30 fois plus grande pour I’ADN hémi-méthylé que
pour PADN non-méthylé (Bestor, 2000). Son domaine catalytique, en position C-
terminale, catalyse le transfert d’un groupement méthyle du SAM 2 une C d’un CpG. Le
domaine de régulation en N-terminale posséde la séquence d’importation au noyau qui

positionne la DNMTT1 sur la fourche de réplication de I’ADN. Ainsi placée, I’enzyme peut
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recopier les patrons de méthylation sur le brin d’ADN nouvellement synthétisé (Bestor,
2000). La DNMT1 méthyle la majorité de I’ADN pendant la phase S et 10 & 20 % de la
méthylation survient apreés la réplication (Liang et al., 2002). Cette enzyme s’exprime
fortement dans les cellules en division (Goll et Bestor, 2005). Sa délétion induit une baisse
considérable de la méthylation de I’ADN dans les éléments répétés et dans les génes
soumis & I’empreinte génomique (Li et al., 1993). Cette délétion est également létale dés
le développement embryonnaire chez des animaux dont les deux alléles ont été mutés (Li

etal, 1992).

Les DNMT?2, 3A, 3B et 3L sont, quant a elles, considérées comme des méthyltransférases
de ’ADN de novo, car elles ont la méme affinité¢ pour I’ADN hémi-méthylé et non-
méthylé. La méthylation de novo se produit principalement dans le développement
embryonnaire, la gamétogenese et dans les cellules cancéreuses et faiblement dans les
cellules somatiques différenciées (Lei et al, 1996). Les DNMT3A et 3B agissent
principalement au moment de la réplication (Liang et al., 2002). La DNMT3A méthyle
des CpG, des CpA et des CpT de facon distributive alors que la DNMT3B est une enzyme
processive impliquée dans la méthylation des CpG des séquences répétées et du
chromosome X inactif (Okano et al, 1999). L’inactivation de la DNMT3B cause le
syndrome ICF! (Bestor, 2000). La DNMTS3L ne posséde pas d’activité enzymatique, mais
elle joue un réle important dans I’établissement de nombreux patrons de méthylation des
lignées germinales (Goll et Bestor, 2005). La DNMT2 a un patron d’expression trés
similaire a celui de la DNMT1 (Yoder et Bestor, 1998) et posséde une faible activité in
vivo spécifique aux séquences de type ttnCGga(g/a), ce qui lui confeére un role plus

spécialisé que les autres DNMTs (Dong et al., 2001; Liu ef al., 2003; Tang et al., 2003).

Toutefois, la différence entre les DNMT de maintenance et les DNMT de novo n’est pas si

marquée, car les DNMT]1, les DNMT3A et les DNMT3B ont la capacité 4 méthyler

! Le syndrome ICF (pour Immunodeficiency, Centromeric instability, and Facial abnormalities) est
caractérisé par une hypométhylation des régions satellites centromériques II et III et péricentromériques des
chromosomes 1, 9 et 16.
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PADN, qu’il soit non-méthylé ou hémi-méthylé (Jair ef al., 2006; Esteller, 2007b). De
plus, ces enzymes sont associées physiquement in vivo et coopérent pour établir les
patrons de méthylation (Goll et Bestor, 2005). Les DNMT3A et 3B compensent d’ailleurs
I'inefficacit¢ de la DNMT1 dans D’établissement de la méthylation de I’ADN des

séquences répétées (Liang et al., 2002).

1.3.2 Le contrdle épigénétique de ’expression des génes :

Les 5™C servent de point d’ancrage aux protéines de liaison des 5™CpG (MeCP1, MeCP2!
et MBD1 a MBD4). Ces protéines fixées sur les 5"CpG produisent un encombrement
stérique sur le promoteur et empéchent la fixation des facteurs de transcription,
contribuant ainsi a I’inhibition des génes (Goll et Bestor, 2005). Les protéines de liaison
des 5™CpG recrutent aussi des enzymes de modification des histones (histones
désacétylases, méthyltransférases...) qui jouent un rdle important dans le contrdle
épigénétique de I’expression des génes et dans la structure de la chromatine®. Cette
derniére se retrouve sous deux formes ; I’hétérochromatine qui est compactée et associée
aux régions du génome ou les génes sont inhibés et I’euchromatine qui est décondensée,
permettant 1’accés des facteurs de transcription, est associée & I’expression des génes

(Figure 5).

L’unit¢ fondamentale de la chromatine est le nucléosome qui est composé de 146 paires
de bases d’ADN, enroulées autour d’un octamére d’histones (H). Celui-ci est composé de
deux copies de chaque histone H2A, H2B, H3 et H4 et dans certains cas, on y retrouve des
histones modifiées H3.1, H3.3 et HTZ.1 (Hake et al., 2004). Les nucléosomes sont

présents sur les promoteurs méthylés, ou ils compactent la chromatine et réduisent 1’acces

! Elle est présente sur de nombreux promoteurs méthylés. Quand elle est mutée, elle cause un retard

neurodéveloppemental appelé le syndrome de Rett.
La chromatine est définie comme un complexe nucléoprotéique composé de I’ADN et de protéines

histones.
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aux facteurs de transcription. Les promoteurs déméthylés sont a I’inverse, dépourvus de
nucléosome (Lin et al., 2007). Les histones sont modifiées de fagon covalente sur les
acides aminés présents sur leur extrémité N-terminale (Tableau 2). Parmi toutes ces
modifications, on note I’acétylation des lysines, la méthylation des lysines et des
arginines, la phosphorylation des sérines et des thréonines, 1’ADP-ribosylation,

I’ubiquitination, la sumoylation... (Hake et al., 2004; Moggs et al., 2004).

Core histones

AF Ac ic Ac Ac Ac Ac Ac Ec Ac Ac Ai c
Ac Ac ‘|‘ Ac J Ac. c Ac

l—’ Transcription

L DNA methylation

A Ac MBD | Methyi-CpG-binding protein
c

Ac
@ Histone deacetylase
MBD
i . w) wd MBD !
Figure 5 : Modifications épigénétiques impliquées et la structure de la chromatine

(Worm et Guldberg, 2002).

Les premiers travaux sur I’acétylation et la méthylation des histones ont démontré qu’il
existe un lien entre ces modifications et I’expression des génes (Allfrey et al., 1964).
L’acétylation des histones est contrdlée par les histones acétyltransférases (HAT) qui
ajoutent des groupements acétyles, alors que les histones désacétylases (HDAC) les

enlévent. La désacétylation libére la charge positive de la fonction amine en position
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terminale de la lysine (K) d’une histone. L’attraction électrostatique entre 1’histone
désacétylée et les charges négatives des phosphates de I’ADN conduit a la compaction de
I’ADN, limite I’acces aux facteurs de transcription et ainsi, inhibe la transcription. Le
processus inverse est réalisé par les HATs qui neutralisent la charge positive des histones,
réduisent leur affinité pour I’ADN et générent une configuration ouverte de la chromatine
associée a la transcription (Figure 5). En général, I’hyperacétylation des histones est
observée dans les régions décondensées de ’euchromatine alors que I’hypoacétylation des
histones est une caractéristique des régions condensées de 1’hétérochromatine (Hake ef al.,

2004).

La méthylation des histones est catalysée par des histones méthyltransférases (HMT) et
produit des lysines mono-, di-, ou triméthylées et des arginines mono- ou diméthylées
(Hake et al., 2004). Les différents types de méthylation des histones peuvent activer ou
inhiber I’expression des génes (Tableau 2). Les modifications des histones sont percues
comme étant une conséquence aux modifications de la méthylation des C de I’ADN,
laquelle serait la seule modification épigénétique transmise aux générations cellulaires

suivantes (Goll et Bestor, 2005).

Les mécanismes moléculaires épigénétiques sont basés sur I’action complexe et
coordonnée des DNMTs, des HDACs, des HATs, des HMTs, des protéines de liaison aux
5™CpG et d’autres protéines de modifications de la chromatine. Il a été démontré que les
DNMT coopérent avec une HMT du groupe Polycomb nommée EZH2 (Enhancer of Zeste
homolog 2) pour inhiber I’expression des génes soumis & I’empreinte génomique et ceux
du chromosome X inactif. EZH2 catalyse la méthylation de I’H3K27 et sert de point
d’ancrage & d’autres protéines du groupe Polycomb et aux DNMT (1, 3A et 3B) pour
condenser la chromatine et méthyler les promoteurs des génes cibles (Vire et al., 2006;

Esteller, 2007b).
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Tableau 2 : Les modifications épigénétiques de la chromatine et I’effet sur

Pexpression des génes.

Modifications épigénétiques Sites de modification Effet sur la transcription
Acétylation des lysines des histones H3 (K 9, 14, 18,56) Activation
H4 (K 5,8, 13,16)
Meéthylation des lysines H3 (K 4,36, 79) Activation
Ubiquitination des lysines H2B (K 120) Activation
Méthylation des arginines H3 (R 17,23) Activation
H4(R 3)
Méthylation des lysines H3(K.9,27) Répression
H4 (K 20)
Ubiquitination des lysines H2A(K 119) Répression
Sumoylation des lysines H2B (R 6/7) Répression
H2A(R 126)

Dans I’ensemble, les modifications épigénétiques des histones ont conduit a I’hypothése
du «code des histones» dans lequel des modifications spécifiques régulent 1’expression
des génes entre leur état actif et inactif (Jenuwein et Allis, 2001). Or, cette classification
bindire du code des histones est une simplification d’une réalité plus complexe. En effet,
certaines modifications, comme la méthylation de I’H3K4, sont associées a
I’augmentation et aussi a la diminution de I’expression des génes. Les modifications
épigénétiques des histones ne sont plus considérées comme un simple code, mais plutdt
comme un langage sophistiqué dans lesquels différentes combinaisons des modifications
des histones produisent une réponse dynamique et spécifique sur ’expression des génes

(Berger, 2007).
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1.3.3 Les modifications des facteurs épigénétiques dans le cancer :

Les cellules cancéreuses présentent une altération des patrons de I’expression des génes
(Jones et Baylin, 2007). Elles sont surtout modifiées au niveau épigénétique ou I’on
compte, dans une tumeur donnée, 100 & 400 ilots CpG hyperméthylés pour une moyenne
de 11 mutations. Les principales modifications épigénétiques dans les cellules cancéreuses
sont une hyperméthylation des ilots CpG des promoteurs des TSG, une perte globale de la
méthylation de I’ADN et une perte globale de la monoacétylation et de la triméthylation

des K de I’histone H4 (Esteller, 2007a).

L’hyperméthylation locale des CpG des régions promotrices est la cause de I’inhibition de
I’expression de nombreux génes normalement actifs, comme les TSG qui contrdlent la
croissance cellulaire et la formation des métastases (Tableau 3). L’hyperméthylation des
promoteurs des TSG est un événement important dans le développement du cancer
(Momparler, 2003). L’hyperméthylation de I’ADN conduit a la formation de
I’hétérochromatine, condensée et résistante aux nucléases, grice a I’action coordonnée des
protéines de liaison des 5"CpG, des HDACs et des HMTs. Les principaux mécanismes
inhibés sont les mécanismes de la réparation de I’ADN, la régulation du cycle cellulaire,
I’apoptose, le métabolisme des carcinogénes et 1’adhérence cellulaire (Esteller, 2007a). La
méthylation des tissus normaux augmente avec I’dge ce qui produit la perte de fonction
des TSG (Issa, 2004). En excluant I’influence de I’dge, certains changements de la
méthylation sont spécifiques aux cancers et impliquent souvent un méme groupe de génes,
menant a I’hypothése de I’existence d’un phénotype spécifique de méthylation des flots
CpG dans le cancer (Toyota et al, 1999). La présence d’un phénotype particulier
d’hyperméthylation a été observée, notamment pour les génes du groupe Polycomb
(Widschwendter et al., 2007), dans de nombreux types de cancers solides (colorectal,
estomac, foie, cesophage et ovaires) et des leucémies (Issa, 2004). De plus, ces anomalies
de la méthylation de I’ADN augmentent des stades bénins jusqu’aux métastases
(Momparler, 2003). L’hyperméthylation de TSG peut servir d’outil de détection des

cancers. En effet, des checheurs ont pu mesurer des anomalies épigénétiques avant
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’apparition des signes cliniques (Clark et Melki, 2002; Paz et al., 2003). Par exemple,
c’est le cas de I’hyperméthylation de I’ADN au niveau du promoteur de p/6 qui est
détectée dans I’expectorat de 100 % des patients plusieurs années avant le diagnostic du

cancer du poumon (Palmisano et al., 2000).

Concernant I’ensemble de I’ADN génomique, les cellules cancéreuses perdent leur
contenu en 5"C, principalement dans les séquences répétées, dans les régions codantes et
dans les introns. On parle alors d’hypométhylation globale. Il s’agit d’un évenement
précoce dans la carcinogenese (Fraga et al., 2004). Elle est responsable de I’activation de
génes normalement inhibés comme les oncogeénes et de la réactivation des éléments
répétés qui déstabilisent le génome. L’insertion des éléments répétés dans I’ ADN est aussi
responsable de mutations dans le géne APC dans le cancer du colon et de c-MYC dans le
cancer du sein (Robertson, 2001). La perte globale de la méthylation de I’ADN est
observée dans le cancer et durant le vieillissement. Elle serait causée notamment par
I’inefficacité de la DNMTI1 a maintenir I’hyperméthylation des éléments répétés de

I’hétérochromatine (Liang et al., 2002).

Dans les cellules cancéreuses, les principales caractéristiques de la modification des
histones sont la désacétylation sur les H3 et H4K16, la perte de la triméthylation de
I’H3K4, un gain de la méthylation de I’H3K9, un gain de triméthylation de I’H3K27 et
enfin, la perte de la triméthylation de ’H4K20 (Fraga et al., 2005; Esteller, 2007a). La
perte de la monoacétylation de ’H4K 16 et de triméthylation de H4K20 sont associées a
I’hypométhylation des séquences répétées et apparaissent tdt durant la cancérogénese

(Fraga et al., 2005).
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Tableau 3 : Liste de génes dont les CpG sont hyperméthylés et inhibés dans le cancer.

Génes Fonctions Type de tumenrs Conséquences
BRCAl Réparation de I' ADN, transcription Sein, ovaire Cassure double-brin
MGMT Réparation des O6-alkyl-gnanines Multiple Mutations, chimio-sensibilité
plaarr InhibiteurdeMDM2 Colon, estomac, rein Dégradationde p53
GSTP1 Conjugaison au ghutathion Prostate, sein, rein Accummlation d'adduits 3 'ADN
pleiEia Inhibiteurde kinases dépendantesdes cyclines | Multiple Progression du cycle cellulaire
pistE Inhibiteurde kinases dépendantesdes cyclines { Lewcémies Progression du cycle cellulaire
pS7R2 Inhibitcur dekinases dépendantesdes cyclines | Leuoémies et tumenrs solides | Progressiondu cycle cellulaire
Rb Inhibiteur du cycle cellulaire Rétinoblastome Progression du cycle cellulaire
ER Récepteur aux estrogénes Sein Insensibilité aux hormones
AR Récepteur aux androgénes Prostate Insensibilité aux hormones
RARP2 Récepteur 3 I'acide rétinoique Colon, poumon, téte et cou Iosensibilité 3 I'acide rétinolque
CDH1 E cadhérine, adhésion cellulaire Sein, estomac, leucémmie Dissémination
APC Inhibiteur de B-caténine Voie aérodigestive Activation de la voic B-caténine
GATA4et 5 | Facteur de transcription Colon, estomac Inhibitionde génes cibles
RIZ? Histone/protéine méthyltransférase Sein, foie Expression aberante des génes
DAPK Pro-apoptotique Lymphome, poumon, colon Résistance a I'apoptose
TMS1 Pro-apoptotique Sein Résistance 3 I'apoptose
IGFRBP3 Protéine de liaison aux facteurs de croissance | Poumon, pean Résistance a I'apoptose
LaminA/C | Positionnementdes chromosomes Leucémie Perte de Ia différentiation

1.5 Les bases théoriques de la chimiothérapie anticancéreuse :

La chimiothérapie a pour objectif de réduire le nombre de cellules cancéreuses. Elle est

utilisée lors de la phase d’induction du traitement des stades avancés et comme adjuvant a

la chirurgie et/ou 4 la radiothérapie. La chimiothérapie de la leucémie est divisée en deux

parties. Tout d’abord, I’induction sert a réduire le nombre de cellules cancéreuses et vise a

produire une rémission compléte (RC). Puis, la chimiothérapie de post-rémission sert a

eradiquer les cellules cancéreuses résiduelles mais non-détectables (Skeel, 1999). Les

bases de la chimiothérapie moderne ont été définies par des études sur un modéle de souris
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qui regoivent une injection i.v. de cellules leucémiques L1210 murines (Skipper et al.,
1970; Skipper, 1971). Ce modéle présente 1’avantage d’avoir une distribution des cellules
leucémiques qui ressemble a celle observée dans les leucémies humaines (croissance dans
le systéme circulatoire et formation de tumeurs dans le foie et la rate). En outre, le temps
de survie des souris leucémiques est reproductible et il est sujet & peu de variation, car
toutes les cellules L1210 progressent activement dans le cycle cellulaire. La différence
majeure entre ce modele et la leucémie humaine est la vitesse de croissance plus rapide
des cellules L1210 par rapport aux cellules leucémiques humaines. En effet, les cellules
L1210 ont un temps de doublement de 12 heures chez les souris alors que les cellules
leucémiques humaines ont un temps de doublement qui varie de 48 a 72 heures. Toutefois,
il y a une trés bonne corrélation entre 1’effet des médicaments anticancéreux sur le temps
de survie de ces souris et la réponse obtenue en clinique (Momparler et al., 1984; Mayer et

al., 1994).

La vitesse de prolifération des cellules cancéreuses est un point important & considérer
pour 'utilisation des agents anticancéreux, notamment ceux qui sont spécifiques aux
phases du cycle cellulaire. Dans I’ensemble, la croissance de la population tumorale n’est
pas décrite par une courbe logarithmique, mais plutdt par une cinétique spécifique dite de
Gompertzian ou la vitesse de croissance varie en fonction du nombre de cellules
cancéreuses (Figure 6). Pour les petites tumeurs, la vitesse de croissance est faible. Cette
derniére accélére et devient maximale quand la tumeur a une taille intermédiaire (<10°
cellules). La tumeur commence a étre détectable en clinique quand elle forme un nodule
de 1 cm de diameétre (1 g de tissu) composé de 10° cellules (Page, 1999). Par la suite, la
vitesse de croissance ralentit quand le nombre de cellules atteint 102 a 10" cellules
cancéreuses. Cette quantité de cellules cancéreuses représente la charge tumorale qui
conduit au décés du patient (Casciato, 2004). La cinétique de croissance des cellules
cancéreuses est bien différente de celles des cellules normales. En effet, la population des
cellules cancéreuses a une croissance exponentielle et une capacité a se diviser de fagon
illimitée. La population et la croissance des cellules normales sont générées par la division
des cellules souches normales qui produisent des cellules plus différenciées ou bien

s’autorenouvellent pour que le nombre de cellules souches reste constant. Ainsi, le nombre
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des cellules normales est limité au besoin tissulaire notamment car la division cellulaire et
réduite par I’inhibition de contact. Ainsi, il n’est pas possible de comparer les cinétiques
des cellules normales et des cellules cancéreuses. La cinétique de prolifération est un
aspect déterminant pour I’efficacité de la chimiothérapie qui dépend de la vitesse de
croissance des cellules cancéreuses, mais aussi des modifications de cette cinétique
provoquées par le traitement (DeVita ef al., 2005). Au moment du diagnostic, un patient
posséde entre 10° 2 10'? cellules cancéreuses. La RC est atteinte quand on ne détecte plus
de cellules cancéreuses (Skeel, 1999). La guérison nécessite 1’éradication des CSC. Si on
tient compte que la population de CSC est de 0,1 a 1 % des cellules cancéreuses (Reya et
al.,, 2001), le traitement anticancéreux devrait éradiquer entre 10° a 10'" cellules

cancéreuses.

Nous allons nous intéresser en particulier aux agents chimiothérapeutiques qui agissent
spécifiquement sur les cellules cancéreuses en phase S. Ces agents sont plus efficaces
quand le taux de division des cellules cancéreuses est élevé. En effet, une vitesse de
croissance rapide permet a ce genre de médicament d’atteindre un plus grand nombre de
cellules en phase S au moment ot le patient est traité (DeVita et al., 2005). Ces agents
anticancéreux tuent toujours une fraction constante de cellules, c¢’est-a-dire la méme
proportion qui se trouve dans la phase vulnérable du cycle cellulaire (Skeel, 1999).
L’obtention de la guérison avec de tels agents est possible avec des modeles
expérimentaux, quand les animaux sont traités & des doses trés élevées mais non létales.
Mais, les régimes d’intensification de la dose ont été établis de fagon empirique et la
posologie n’est pas optimale (Skeel, 1999). Leur supériorité par rapport aux doses
standards doit étre démontrée et comparée dans des essais randomisés (Casciato, 2004).
De telles doses produisent une granulocytopénie sévére, menagant la survie du patient,
nécéssitant des transfusions et des traitements d’antibiotiques... Les patients 4gés de plus
de 65 ans n’ont généralement pas un état de santé qui permet de supporter de tels

traitements (Casciato, 2004).
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Figure 6 : La cinétique de Gompertzian de croissance des cellules cancéreuses.

Généralement, un traitement chimiothérapeutique produit la destruction de la majorité des
cellules cancéreuses et induit la rémission partielle ou compléte. Les traitements successifs
combinés a I’hétérogénéité des tumeurs (changements génétiques et épigénétiques)
peuvent cependant sélectionner des clones résistants qui deviendront dominants et seront
responsables de la rechute puis du décés du patient (Skeel, 1999). De plus, le taux de
mutation des cellules cancéreuses donne une probabilité d’avoir une cellule résistante & un
traitement donné quant la population de cellules cancéreuses atteint un million de cellules,
soit une taille bien inférieure a une tumeur détectable en clinique. Ainsi, un patient dont la
tumeur est détectable contiendrait en théorie au moins un clone résistant & un traitement

donné. La prolifération de ce clone résistant est une cause de la rechute de la maladie

(Goldie et Coldman, 1979).

Le traitement avec un seul médicament conduit rarement & des guérisons, car les cellules
deviennent facilement résistantes a un médicament donné. La recherche s’est donc tournée
vers des combinaisons d’agents anticancéreux. Elles permettent de tuer un plus grand
nombre de cellules cancéreuses et d’éviter ’acquisition de la résistance a un agent donné

grice a I’action combinée sur différentes cibles moléculaires. Elles ont conduit a des
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progres significatifs particuliérement dans le traitement des leucémies aigués. Pour que
des médicaments soient utilisés en combinaison, ils doivent étre efficaces lorsqu’ils sont
utilisés seuls, posséder des mécanismes d’action biochimique différents et ne pas présenter

de toxicité croisée (Page, 1999).

Malgré les progres de la recherche, les thérapies ont encore un effet limité sur la guérison
des cancers. Cet échec est causé par un faible index thérapeutique des agents
anticancéreux et une faible pénétration des médicaments dans les tumeurs (Tannock et al.,
2002). Les causes des rechutes et de la résistance aux médicaments sont aussi lides &
Iinefficacité des traitements a éradiquer toutes les CSC (Kvinlaug et Huntly, 2007). Les
thérapies conventionnelles produisent une réduction du nombre de cellules tumorales en
tuant principalement les cellules cancéreuses ayant un potentiel prolifératif limité. Elles ne
tuent pas les CSC qui ont un potentiel clonogénique illimité (Figure 7). Les thérapies ont
ainsi des effets transitoires a cause de la persistance des CSC aprés le traitement. Ces
derniéres produiront de nouveau une tumeur et induiront la rechute. Par contre, si les
thérapies pouvaient cibler les CSC, les tumeurs perdraient leur capacité a se développer
(Krivtsov et Armstrong, 2007) et elles se transformeraient en tumeurs bénines et finiraient
par étre éliminées par un programme de sénescence (Reya et al., 2001). Il y a un besoin
urgent d’améliorer les traitements du cancer, car 4 I’exception de certains cancers, il yaeu
peu de progrés dans les taux de survie & 5 ans pour les stades avancés de cancers lorsque
Pon compare les résultats actuels avec ceux obtenus il y a une vingtaine d’années

(Casciato, 2004).
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Figure 7 : La chimiothérapie et les cellules souches cancéreuses (CSC ; adaptation de

Kvinlaug et Huntly, 2007).

1.6 La leucémie et les approches thérapeutiques :

1.6.1 Définition :

Les leucémies sont des cancers du sang causées par un déréglement de la prolifération
d’une cellule souche du tissu hématopoiétique. Normalement, les cellules souches
hématopoiétiques produisent les cellules progénitrices (Figure 8), qui vont se différencier
soit vers la lignée lymphoide ou vers la lignée myéloide (Oakley et Van Zant, 2007; Rice
et al., 2007). La lignée lymphoide donne naissance aux lymphocytes T et B. La lignée
myéloide produit les granulocytes, les monocytes-macrophages (Iwasaki et Akashi, 2007).

Une prolifération anarchique d’une de ces lignées donne soit la leucémie myéloide ou la
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leucémie lymphoide. Pour chacune de ces leucémies, il existe les leucémies chroniques,
ol on observe la prolifération de cellules différenciées et les leucémies aigués, ol on
observe la prolifération de cellules non-différenciées 4 cause d’un blocage de leur
maturation. De fagon générale, les cellules leucémiques se répliquent souvent moins vite

que les cellules normales (Tableau 4, extrait de De Vita er al., 2005).

< Cellules souches ' < Cellules souches
leucémiques

l l Modifications épigénétiques

Cellules progénitrices
multi-potentes l Modifications génétiques

/ \ © Cellules progénitrices
© @ Cellules progénitrices @ leucémiques différenciées
oligo-potentes O Oet des cellules souches

leucémiques

Lignée lymphoide Lignée myéloide

Lymphocytes T Macrophages
Lymphocytes B Granulocytes
Cellnles NK Giobules rouges

Plaquettes

Figure 8 : Autorenouvellement et différenciation des cellules souches normales et

leucémiques (adapté de Huntly et Gilliland, 2005).

Cette donnée est tres importante pour la thérapie puisque le traitement par des agents
spécifiques du cycle cellulaire requiert une longue infusion pour s’attaquer a la phase
sensible de la majorité des cellules cancéreuses. Toutefois, de longues infusions générent
une cytotoxicité importante pour les cellules normales du systéme hématopoiétique (Page,

1999).
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Tableau 4 : La durée du cycle cellulaire des cellules leucémiques, des lymphocytes et

des myélocytes.

Durée du cycle
Leucémie aigué 48-72h
Leucémie myéloide chronique 48-72 h
Leucémie lymphoide chronique 48-72 h
Lymphocytes normaux 16-24 h
Myélocytes normaux 16-24 h

Les cellules leucémiques s’accumulent dans la moelle osseuse, se propagent dans la
circulation sanguine et infiltrent différents organes dont elles perturbent le fonctionnement
(rate, ganglions lymphatiques et systéme nerveux). La prolifération des cellules
leucémiques empéche la croissance des cellules hématopoiétiques normales, produisant
une carence en éléments fonctionnels du sang. La baisse du nombre de globules rouges et
de plaquettes provoque une anémie et des hémorragies (saignement des gencives et
ecchymoses). La diminution des granulocytes produit I’apparition d’infections graves qui
causent le décés du patient (Casciato, 2004). Les leucémies chroniques lymphoides et
myéloides sont responsables de plus de 50 % des leucémies. Dans la leucémie lymphoide
chronique, on observe un excés de cellules lymphoides différenciées. Elle est souvent
induite par une perte de I’apoptose de ces cellules, due & une surexpression de Bcl-2 dont
le promoteur devient hypométhylé. La leucémie myéloide chronique est caractérisée par
un excés de cellules myéloides partiellement différenciées (principalement des
granulocytes). Elle est souvent le résultat d’une translocation chromosomique qui produit
un geéne chimérique BRC-ABL. Elle est caractérisée par une phase chronique de trois a
quatre ans durant laquelle la plupart des patients vivent normalement. Aprés quatre a six

ans, la maladie évolue dans la phase d’accélération o 25 % des patients succombent, puis
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une phase blastique qui cause le décés de 25 % des patients. La maladie évolue ensuite en
leucémie aigué myéloide (67 % des patients) ou en leucémie aigué lymphoide (33 % des

patients; Casciato, 2004).

Les leucémies aigués sont composées de la leucémie aigué myéloide (LAM) et de la
leucémie aigué lymphoide (LAL). Parmi les LAM, on distingue les LAM de novo, de
celles qui font suite aux syndromes myélodysplasiques. La LAL est divisée en LAL de
type B ou de type T selon le type de cellules leucémiques retrouvées dans la moelle et le
sang (Skeel, 1999).

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont des maladies diagnostiquées chez des
personnes agées entre 60 et 70 ans. Les SMD sont considérés comme des pré-leucémies
répondant faiblement 2 la thérapie. Ils sont caractérisés par un probléme de différenciation
qui aboutit & une production insuffisante de une, deux ou des trois sortes de cellules
(globules rouges, globules blancs et plaquettes) de la lignée myéloide (Skeel, 1999). On
peut noter la différence entre les SMD et les syndromes myéloprolifératifs. Ces derniers
sont caracterisés par une surproduction en éléments matures de la lignée myéloide : les
granulocytes, les érythrocytes et les plaquettes. La dysplasie des SMD est causée par une
accélération de ’apoptose combinée 4 un exces de la prolifération cellulaire produisant
une cytopénie dans le sang avec une moelle hypercellulaire. Cette hémopathie est mortelle
a cause de complications (infections, saignements) induites par I’insuffisance de Ia
fonction médullaire. Le taux de survie est de 2 a 4 ans (Skeel, 1999). De plus, les SMD
ont tendance a évoluer en LAM chez la plupart des patients (Casciato, 2004).

Méme si la cause de la leucémie est inconnue, on sait que les radiations, certains produits
chimiques (le benzéne et le toluéne) et la fumée de cigarette sont impliqués dans le
déclenchement de la maladie (Klaasen, 2001). De plus, le traitement par des anticancéreux
mutagénes (agents alkylants, inhibiteurs de toposiomérases II...) est associé a des
leucémies aigués secondaires (Casciato, 2004). Par exemple, 10-15 % des LAM sont

causées par le traitement chimiothérapeutique (avec des médicaments génotoxiques) d’une



28

tumeur solide. Ces leucémies secondaires apparaissent entre deux a neuf ans aprés la
chimiothérapie et sont treés difficiles a traiter (DeVita et al., 2005; Estey et Dohner, 2006;
Krivtsov et Armstrong, 2007).

1.6.2 Les cellules souches leucémiques :

La leucémie est une maladie causée par la prolifération de cellules souches leucémiques
(CSL). La grande ressemblance entre les cellules souches normales et les CSL conduit a la
formation d’une population hétérogéne de cellules leucémiques (Figure 8), composées
d’une faible proportion de CSL (ayant un potentiel clonogénique et la capacité de
s’autorenouveler) et de cellules leucémiques progénitrices plus différenciées (Reya et al.,

2001; Huntly et Gilliland, 2005).

La résistance aux agents anticancéreux spécifiques du cycle cellulaire est due au fait que
ces CSL ne sont pas détruites par la thérapie (Ravandi et Estrov, 2006). Méme si la
majorité des malades vont en rémission, la rémission est souvent de courte durée ce qui
montre que la thérapie classique (ARA-C et anthracycline ; voir chapitre 1.6.4) est moins
efficace contre les CSL que pour les autres cellules leucémiques. Des progres doivent étre
réalisés pour que la chimiothérapie cible spécifiquement les caractéristiques des CSL,

notamment la réduction de leur potentiel clonogénique (Jordan, 2005).

1.6.3 Les statistiques sur la leucémie :

Selon la Société canadienne du cancer en 2008, le nombre de nouveaux cas de leucémie
sera d’environ 4500 cas et le nombre de décés sera d’environ 2400. Chez I’enfant, la
leucémie est la forme la plus commune de cancer avec environ 1600 nouveaux cas chaque
année au Canada, comptant & 75 % de LAL et & 20 % de LAM (Figure 9). A linverse,

chez I’adulte, on observe une majorité de LAM dont I’incidence croit tout au long de la
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vie. L’4ge moyen du diagnostic des LAL est de 11 ans alors qu’il est de 66 ans pour les

LAM (DeVita et al., 2005).
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Figure 9 : Incidence des leucémies aigués lymphoides (LAL) et des leucémies aigués
myéloides (LAM) aux Ktats-Unis en fonction de I’dge (adapté de De Vita, Hellman et
Rosenberg, 2005).

La chimiothérapie a fait de grandes avancées dans le traitement de la LAL chez I’enfant.
Celui-ci conduit & des guérisons dans environ 70 % a 80 % des cas. Chez I’adulte, la
chimiothérapie produit une diminution des symptomes et des rémissions complétes dans
65 % a 90 % des cas. Le taux de survie pour la LAM et la LAL est meilleur chez les
patients de moins de 60 ans (Figure 10). Dans la majorité des cas, les patients rechutent et
finissent par succomber des conséquences de la maladie (infections, hémorragies). La
leucémie reste pour la plupart des patients adultes une maladie sévére et incurable. Des
progrés doivent étre réalisés pour améliorer I’efficacité de la chimiothérapie (DeVita ez
al., 2005).
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Figure 10 : Taux de survie (A) chez des patients traités pour des leucémies aigués
myéloides ou (B) des leucémies aigués lymphoides (adapté de De Vita, Hellman et

Rosenberg, 2005).

1.6.4 Les traitements :

Les leucémies nécessitent une prise en charge rapide et un traitement immédiat. L’objectif
principal de la thérapie est I’éradication compléte des clones leucémiques. Le traitement
dépend de I’4ge du patient et du type de leucémie. Le traitement des formes aigués de
leucémie repose sur une chimiothérapie intensive d’induction qui produit une aplasie de la
moelle (destruction des cellules leucémiques et des cellules hématopoiétiques) nécessaire
pour atteindre la rémission (DeVita et al., 2005). Le patient, dont la fonction médullaire
est affectée, est sujet aux infections, aux hémorragies et a ’anémie a cause d’un déficit en
polynucléaires, en plaquettes et en globules rouges. Cela nécessite souvent I’utilisation de
transfusions et d’antibiotiques pendant la période d’aplasie médullaire. Les facteurs de
croissance (G-CSF et GM-CSF) peuvent réduire la période de neutropénie ainsi que la
morbidité associée aux traitements (Casciato, 2004). La réduction de la dose en cas de
cytopénie n’est pas envisageable car de faibles doses sont peu efficaces et produisent
toujours des effets toxiques (Skeel, 1999). Une fois la moelle débarassée des blastes
leucémiques, les cellules normales hématopoiétiques peuvent proliférer, recoloniser la

moelle et rétablir I’hématopoiése. Ce retour a un état normal est temporaire s’il reste des
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clones leucémiques. Ainsi, un traitement chimiothérapeutique de post-rémission ou
consolidation, est toujours administré pour prolonger la période de la rémission (DeVita et
al., 2005). Une thérapie qui n’est plus efficace est suivie par le décés du patient en moins
de six mois. La mort est généralement causée par des infections et des hémorragies
(Casciato, 2004). Bien que de grandes avancées ont été réalisées en chimiothérapie, une
grande proportion des patients meurent car la posologie des agents anticancéreux n’est pas

encore optimale (Skeel, 1999).

La thérapie de la LAL est composée de stéroides, d’antimétabolites, d’inhibiteurs de
topoisomérases, d’antimitotiques et d’anthracyclines. Dans le cas des LAL, la
chimiothérapie d’induction est composée de stéroides, d’anthracycline', de L-
asparaginase, de vincristine et d’ARA-C2. Pour la thérapie de maintien, les patients
regoivent de la 6-mercatopurine. Le méthotrexate ou I’ARA-C sont aussi utilisés en
injection intrathécale pour prévenir les leucémies méningées. Dans le cas des LAM, le
traitement est composé¢ d’ARA-C & une dose conventionnelle, d’anthracycline et
d’inhibiteur de topoisomérase. La chimiothérapie de consolidation est basée sur une
intensification de la dose a de ’ARA-C (dose intermédiaire ou haute) tel que décrit plus-
bas. La néoplasie sévére de la moelle se produit une douzaine de jours apreés le début du
traitement (DeVita et al., 2005). Dans le cas des LAM, la RC des patients de moins de 60
ans, est atteinte dans 60-75% des cas aprés un mois de traitement et dans 95% des cas
apres deux cycles d’induction. De 15 a4 50 % des patients en RC survivent 5 ans et ces
derniers ont une grande probabilité d’étre guéris (Casciato, 2004; Estey et Dohner, 2006).
La LAM est un sérieux probléme pour les patients de plus de 60 ans a cause des
comorbidités associées a leur 4ge et du fait qu’ils sont plus sensibles a la toxicité des
traitements que les patients plus jeunes. La rechute, associée a la résistance aux

traitements, est inévitable dans la grande majorité des patients. Les LAM dites secondaires

Ce sont des antibiotiques antitumoraux qui s’intercalent dans I’ADN et forment des radicaux libres.
2 L’ARA-C (1-B-D-arabinofuranosylcytosine), un analogue de nucléoside, est I’un des agents les plus
importants pour la thérapie standard d’induction de LAM, de LAL, de la leucémie chronique myéloide et
des lymphomes.
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(6 % des patients) ou consécutives a un SMD (8 % des patients) sont plus résistantes aux

traitements que la LAM de novo (Estey et Dohner, 2006).

Le régime optimal de chimiothérapie de consolidation n’est pas encore déterminé. La
majorité des protocoles utilisent la combinaison des anthracyclines et de I’ARA-C. Une
étude a montré que I’intensification de la dose de ’ARA-C (> 1 g/m?/dose) comparée a
une dose normale en chimiothérapie de consolidation chez 1’adulte de moins de 60 ans est
associée a un pourcentage plus grand des patients en rémission. L’intensification de la
dose produisait un nombre de patient en rémission similaire a celui des patients subissant
une greffe de moelle allogénique (Mayer et al., 1994). Toutefois, il existe trois options
pour le traitement de consolidation des leucémies pour des patients de moins de 60 ans :
(1) une chimiothérapie intensive avec I’ARA-C ; (2) une transplantation autologue de
cellules souches hématopoiétiques (celle-ci induit des rechutes a cause de la contamination
du transplant par des cellules leucémiques du patient) et (3) la transplantation allogénique
de cellules souches hématopoiétiques. Cette derniere produit des guérisons chez les
patients aptes a recevoir une telle thérapie mais le rejet de la greffe cause 20 a 35 % de
mortalité (Skeel, 1999). Une thérapie dont la cible serait spécifiquement les CSL serait
appropriée pour des patients en rémission ou la plupart des cellules cancéreuses ont été

détruites et ou il reste seulement des CSL (Jordan, 2005).

1.7 Le cancer du poumon et les approches thérapeutiques :

Selon la Société canadienne du cancer en 2008, le nombre de nouveaux cas du cancer du
poumon sera de 23900 et le nombre de décés sera de 20200 personnes. Le cancer du
poumon est le cancer le plus commun (1/3 de tous les cancers) et le plus meurtrier chez
I’homme et la femme. La principale cause est la consommation de cigarettes (90 % des
cas), la fumée passive et I’exposition a I’asbestos. Généralement, les métastases se

retrouvent dans les os, le systéme nerveux, le foie et I’intestin. Parmi tous les cancers du
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poumon, on distingue celui a grandes cellules (85 % des cas) et celui a petites cellules (15

% des cas).

Pour le cancer du poumon a grandes cellules, la chirurgie est le traitement de choix pour
les tumeurs de stade I et II (tumeurs localisées). Les tumeurs avancées de stade III et IV
(qui sont métastasiques) sont traitées par la chimiothérapie. La chimiothérapie est basée
sur des dérivées du platine en combinaison avec d’autres agents. Elle n’a que trés
faiblement améliorée la survie des patients (quelques mois). La raison de cet échec est la
mauvaise posologie et une faible pénétration des médicaments dans les tumeurs (Tannock
et al., 2002; Minchinton et Tannock, 2006). Pour les cancers du poumon de stade IV,
I’espérance de survie est de quatre mois sans aucun traitement. Mais, la chimiothérapie
basée sur des dérivés du platine (le cisplatine' seul ou en combinaison avec la vinblastine?

ou I’étoposide®), produit une espérance de survie de 10 a 12 mois (Casciato, 2004).

Pour le cancer du poumon & petites cellules, le diagnostic est souvent établi quand le
cancer s’est propagé et 1’état du patient se détériore ensuite rapidement. Des métastases se
retrouvent dans le cerveau, la moelle et le foie. La chimiothérapie la plus utilisée est la
combinaison de cisplastine et d’étoposide qui méne & une survie moyenne de 23 mois.
Vingt-cing pour cent des patients atteints aux stades I, II et III survivent cinq ans alors que
25 % des patients atteints, aux stades plus avancés, survivent deux ans a la maladie

(Casciato, 2004).

! Le cisplatine est un agent alkylant de I’ADN composé de platine.
2 La vinblastine est un médicament extrait de la pervenche (Vinca rosea) qui est utilisée dans le
traitement du cancer du poumon, du cancer du sein et des lymphomes. C'est un agent antimicrotubulaire qui,
en se fixant & la sous-unité B des microtubules, bloque le fuseau mitotique.

L’étoposide est une molécule qui inhibe la topoisomérase 11.
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1.8 Les méthodes de calcul des interactions pharmacologiques :

Différentes méthodes de calcul d’interaction des médicaments ont été décrites dans la
littérature. La méthode de Chou et Talalay (Chou et Talalay, 1984) est I’'une des méthodes
des plus utilisées. L’équation de Chou et Talalay permet de calculer I’index de
combinaison qui donne une évaluation de ’interaction entre les médicaments. Dans cette
méthode, lorsque I’index de combinaison est inférieur a 1, il décrit une interaction
synergique entre deux médicaments. Lorsque celui-ci est égal a 1, il décrit une interaction
additive. Et enfin, quant il est supérieur a 1, il décrit une interaction antagoniste. L’analyse
de I’interaction selon la méthode de Chou et Talalay nécessite 1’obtention de résultats de
I’effet anticancéreux pour différentes concentrations de chacun des médicaments utilisés
seuls, puis pour différentes concentrations des deux médicaments utilisés en combinaison.
Ensuite, on calcule I’index de combinaison en intégrant dans 1’équation de Chou et
Talalay les concentrations des médicaments seuls et celles de la combinaison des deux
médicaments produisant le méme pourcentage d’effet (appellé «fraction affectée») sur les
cellules cancéreuses. On peut aussi représenter I’index de combinaison pour chaque valeur
de la fraction affectée et évaluer qu’elles sont les concentrations des médicaments utilisées
en combinaison qui produisent une réponse synergique, additive ou antagoniste. Ainsi, ce
test requiert I’obtention de nombreuses données. L’inhibition de la croissance des cellules
cancéreuses est souvent le parameétre mesuré expérimentalement car ces méthodes

permettent 1’acquisition rapide de ces résultats.

Une autre méthode de calcul de I’interaction entre des agents anticancéreux est celle
décrite par Valeriote et Lin (Valeriote et Lin, 1975). C’est une méthode de choix pour
évaluer I’interaction des médicaments anticancéreux au niveau cellulaire, notamment pour
analyser I’effet des traitements sur le potentiel clonogénique des cellules cancéreuses.
Ainsi, pour qualifier le type d’interaction obtenue, on mesure la fraction de survie
cellulaire. Une interaction synergique est obtenue lorsque le nombre de cellules qui
survivent au traitement de la combinaison des médicaments est plus petit que la somme du

nombre de cellules qui survivent suite au traitement de chacun des deux agents utilisés
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seuls & des concentrations spécifiques. L’interaction additive, quant & elle, est obtenue
lorsque le nombre de cellules qui survivent au traitement de la combinaison des
médicaments est égal 4 la somme du nombre de cellules qui survivent suite au traitement
de chacun de ces deux agents utilisés seuls. L’interaction antagoniste est obtenue lorsque
le nombre de cellules qui survivent au traitement de la combinaison des médicaments est
plus grand que la somme du nombre de cellules qui survivent suite au traitement de

chacun de ces deux agents utilisés seuls.

La différence entre les méthodes de Valeriote et Lin et celle de Chou et Talalay est que la
premiére mesure I’interaction des médicaments en additionnant les effets des médicaments
alors que la deuxiéme se base sur I’addition des concentrations produisant un méme effet.
Le calcul de I’interaction par la méthode de Chou et Talalay nécessite 1’obtention de
nombreuses valeurs expérimentales. Il faut générer suffisamment de résultats pour établir,
une courbe dose-réponse pour chacun des médicaments et une courbe dose-réponse pour
plusieurs concentrations des médicaments utilisés en combinaison. Cette méthode de
calcul est ainsi bien adaptée pour des expériences d’inhibition de la croissance comme le
test MTT. En effet, le test de MTT permet ’obtention rapide des résultats et c’est
d’ailleurs une méthode de choix, utilisée par I’industrie pharmaceutique pour évaluer
I'effet des nombreux médicaments et de leurs combinaisons respectives lors du processus
de sélection de nouvelles molécules. La méthode de Chou et Talalay est ainsi la méthode
de choix pour évaluer I’interaction de combinaison de médicaments visant a réduire la
croissance des cellules cancéreuses. Par contre, lorsqu'on a sélectionné des agents
anticancéreux et que I’on souhaite étudier plus en profondeur leur interaction, il faut
étudier leur effet de concentration pertinante au niveau thérapeutique sur la réduction du
potentiel clonogénique des cellules cancéreuses ce qui présente un objectif différent de
celui du criblage. Les expériences de perte clonogénicité sont aussi techniquement plus
difficiles a réaliser que les expériences de criblage par les tests de MTT. Ainsi, pour
valider I’hypothése selon laquelle I’interaction entre deux agents anticancéreux produit
une réponse synergique donnée par le test de MTT, quelques concentrations spécifiques
sont choisies pour faire une étude en mesurant I’inhibition du potentiel clonogénique.

Dans ce cas de figure, I’évaluation de D’interaction entre les médicaments se fait en
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utilisant la méthode de Valeriote et Lin en analysant I’effet de certaines concentrations

choisies.

Lors des expériences in vivo, les résultats sont souvent présentés sous forme de courbes de
Kaplan-Meier. Ces courbes sont utilisées pour présenter des résultats des études cliniques
de survie (a4 3 ou 5 voir 10 ans) a un traitement donné et dont I’analyse est encore en
cours. Ces courbes offrent une meilleure représentation graphique pour ce genre
d’expériences que des histogrammes ce qui facilite la compréhension des résultats.
L’intervalle de confiance de la survie (@ 95 %) des courbes Kaplan-Meier est
généralement calculé selon la méthode normalisée de Greenwood. D’autres méthodes,
comme les tests de «log rank» ou les tests de Cox peuvent aussi étre utilisées. Toutefois, la
problématique est différente dans le cas des études précliniques. En effet, le résultat de la
mesure de I’effet du médicament est analysé aprés le décés de I’ensemble des animaux,
alors que dans les études cliniques, la mesure de la survie se fait pour une expérience
encore en cours dont un certain nombre d’individus est encore en vie lors de I’analyse des
résultats. Ainsi dans les expériences précliniques, les résultats sont présentés sous la forme
de courbes de Kaplan-Meier et ils sont analysés au niveau statistique en utilisant les tests
de t ou d’ANOVA suivi d’un test de Tukey. De plus, I’interaction entre les médicaments

sera évaluée selon la méthode de Valeriote et Lin (Valeriote et Lin, 1975).
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Chapitre 2 : La 5-aza-2’-désoxycytidine

2.1 Le mécanisme d’action de la 5-aza-2’-désoxycytidine (5-AZA-CdR) :

2.1.1 L’activation de la 5-AZA-CdR de sa forme précurseure 4 sa forme active :

La 5-AZA-CdR et son activité antinéoplasique ont été découvertes dans les années
soixante (Pliml et Sorm, 1964; Sorm et Vesely, 1968). Cette molécule (S-triazin-2(1H)-
1,4-amino-1-B-désoxyribofuranosyle) est un analogue de la 2’-désoxycytidine dans
laquelle le carbone en position 5 de la pyrimidine a été remplacé par un atome d’azote
(Figure 11). Son masse moléculaire est 228,2 g/mol. Elle est chimiquement instable avec
une demi-vie de 12 heures 4 37 °C et 4 pH 7. Elle se décompose par un clivage du noyau

triazine entre les positions 1 et 6 (Momparler, 2005b).

Figure 11 : La structure chimique de la 5-aza-2’-désoxycytidine (5-AZA-CdR).

La 5-AZA-CdR entre rapidement dans la cellule par un mécanisme de transport spécifique
aux nucléosides. La 5-AZA-CdR est un pro-médicament qui requiert une série de

transformations pour devenir une substance active (Figure 12). Elle est phosphorylée
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successivement par la désoxycytidine kinase, la dCMP kinase et la diphosphokinase de
nucléoside qui la convertissent en sa forme active de triphosphate, soit la 5-AZA-dCTP.
Cette derniére est incorporée rapidement dans les cellules en division par la polymérase a
ADN a la place de la dCTP. Comme I’action antinéoplasique de la 5-AZA-CdR est
dépendante de son incorporation dans I’ADN, elle est considérée comme un agent

spécifique de la phase S (Momparler, 2005b).
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Figure 12 : Le métabolisme de la S5-aza-2’-désoxycytidine.

Les mécanismes responsables de 1’acquisition de la résistance des cellules cancéreuses a la
5-AZA-CdR incluent une diminution du transport de nucléosides dans les cellules, une
diminution de I’activité de la désoxycytidine kinase, une augmentation de la concentration
intracellulaire en dCTP, un mécanisme spécifique de la réparation de I’ADN, une

modification de I’activité des DNMT et une augmentation de la désamination de la 5-
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AZA-CdR. Cette derniére représente la principale voie de dégradation de la 5-AZA-CdR.
Avant son incorporation dans I’ADN, la concentration de cet analogue de nucléoside peut
étre réduite par I’activité enzymatique de la cytidine (C) désaminase et de la dCMP
désaminase causant ainsi une réduction de son incorporation et donc, de son activité

antinéoplasique (Momparler, 2005b).

2.1.2 L effet épigénétique de la 5-AZA-CdR :

La 5-AZA-CdR, une fois incorporée dans I’ADN, va former une liaison covalente avec la
DNMT1 lorsque celle-ci va méthyler I’azote en position 5 de la 5-azacytosine. Cette
liaison covalente va empécher la progression de la DNMT! et inhiber la copie du patron
de méthylation sur le brin d’ADN nouvellement synthétisé (Momparler, 2005b). La 5-
AZA-CdR est donc un inhibiteur irréversible de la méthylation de I’ADN (Jones et Taylor,
1980).
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Figure 13 : Le mécanisme moléculaire d’action de la 5-AZA-2’-désoxycytidine (5-
AZA-CdR ; adapté de Momparler, 2005).
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Cette capacité a déméthyler I’ADN et renverser ainsi I’inhibition de 1’expression des
genes confere a la 5-AZA-CdR une activité épigénitique importante. Celle-ci a suscité
beaucoup d’espoir pour le traitement du cancer, car contrairement aux mutations et aux
délétions qui sont irréversibles, les changements épigénétiques sont réversibles et peuvent
étre modifiés grice a cet analogue de nucléoside (Oki er al, 2007). Etant donné
I’importance de 1’hyperméthylation de I’ADN des promoteurs des génes dans les cellules
cancéreuses, l’inhibition pharmacologique de ce processus devrait avoir un impact
important dans la thérapie anticancéreuse (Momparler et Bovenzi, 2000). Par exemple,
dans les cellules leucémiques, les génes des kinases dépendantes des cyclines', inhibés par
une hyperméthylation du promoteur, conduisent a un déréglement du cycle cellulaire
(Farinha et al.,, 2004; Bueso-Ramos et al, 2005; Chim et al, 2005). Cette
hyperméthylation est associée 4 un pronostic défavorable® et un taux élevé de rechute
(Shen et al., 2003; Agrawal et al., 2007). La 5-AZA-CdR produit une déméthylation de
ces promoteurs et produit la réexpresion de nombreux TSG (Kikuchi et al., 2002; Li et al.,
2002; Farinha et al., 2004). De plus, la 5-AZA-CdR libére les régions promotrices des
génes déméthylés de leurs nucléosomes, ce qui facilite I’acces des facteurs de transcription
et de la machinerie transcriptionnelle pour stimuler la réactivation des genes (Lin et al.,

2007).

Dans les années 1980, certains chercheurs ont proposé qu’une diminution de la
méthylation de ’ADN par des agents pharmacologiques pouvait induire le cancer
(Feinberg et Vogelstein, 1983). Leur hypothése était que la 5-AZA-CdR en produisant une
hypométhylation de I’ADN favorise 1’expression d’oncogénes, des éléments répétés de
I’ADN qui déstabiliseraient le génome et déclencheraient ainsi le cancer. Or, plusieurs
études sur des modéles animaux ou la 5-AZA-CdR était administrée de fagon répétée

pendant de longues périodes ont démontré que la 5-AZA-CdR agit comme un agent

! Ces protéines de la famille INK4 (p15, pl6, pl8 et pl9) et CIP/KIP (p21<", p275", p57¥F%)
servent normalement a inhiber la progression du cycle cellulaire.

2 L’hyperméthylation aberrante de ces génes est commandée dans certains cas par une protéine de
fusion PML-RARA (pour «promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor-o») qui recrute les DNMT et les
HDAC pour inhiber des génes spécifiques. Esteller, M. (2007a). Cancer epigenomics: DNA methylomes and
histone-modification maps. Nat Rev Genet 8, 286-298.
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chimiopréventif et non un cancérigéne. Des travaux sur des souris qui développent des
polypes intestinaux (4pc*™) ont démontré qu’une dose hebdomadaire de la 5-AZA-CdR
pendant 3 mois a réduit le nombre moyen d’adénomes intestinaux de 113 pour les souris
contrdles a 2 polypes pour les souris traitées (Laird ef al, 1995). De plus, une expérience
de carcinogenése du poumon induite par le 4-méthylenitrosamino-1-(3-pyridyle)-1-
butanone (substance présente dans le tabac) a montré chez la souris que la 5-AZA-CdR
administrée pendant 1 mois permet de réduire le nombre de Iésions pulmonaires par
rapport aux souris contrdles (Belinsky ef al., 2003). Ainsi, ces travaux ont démontré que
les traitements répétés avec de la 5-AZA-CdR n’induisent pas le développement de
cellules cancéreuses mais réduisent le nombre de tumeurs induites par une mutation

My ou par un contaminant cancérigéne. Ainsi, la 5-AZA-

génétique (cas des souris Apc
CdR, méme en produisant une hypométhylation globale de I’ADN, n’est pas une

substance cancérigéne (Momparler, 2005b).

La 5-AZA-CdR, en produisant la déméthylation de I’ADN et la réactivation des TSG,
induit la différenciation, la sénescence, I’inhibition de la croissance ce qui produit la perte
de la clonogénicité des cellules cancéreuses (Momparler, 2005b). L’exposition a cet
analogue de nucléoside ne tue pas les cellules cancéreuses immédiatement. En effet, ces
cellules se divisent encore deux ou trois fois avant de mourir. En effet, ces divisions
successives sont le reflet de la différenciation induite par la 5-AZA-CdR, pouvant
modifier le phénotype ou la morphologie des cellules (Jones et Taylor, 1980; Momparler,
2005b). 11 a été démontré que la 5-AZA-CdR induit la différenciation terminale de cellules
leucémiques humaines (Pinto et al., 1984; Momparler et al., 1985a). Ce processus de
différenciation terminale rend I’évaluation de I’activité antinéoplasique de la 5-AZA-CdR
difficile, particuliérement en clinique dans le cas de tumeurs solides ol ]a régréssion de la
masse tumorale se fait plus lentement que dans le cas d’autres médicaments (Momparler et
Bovenzi, 2000). Les CSC réfractaires 4 la chimiothérapie standard pourraient ainsi étre
amenées a se différencier grice a ’administration de médicaments épigénétiques comme

la 5-AZA-CdR (Jones et Baylin, 2007).
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2.2 Le 5-aza-2’-désoxycytidine en clinique :

2.2.1 La pharmacologie de la 5-AZA-CdR :

L’utilisation optimale de la 5-AZA-CdR en clinique dépend de ses caractéristiques
pharmacologiques. Les résultats ont d’abord montré que I’infusion i.v. est la meilleure
facon d’administrer cet agent spécifique de la phase S. L’augmentation de la dose est
nécessaire pour obtenir un meilleur effet antinéoplasique. Dans le modele de souris
leucémiques, une thérapie curative' qui donnent des souris survivant a la maladie, est
obtenue avec une infusion i.v. de 15 h a une dose de 21 mg/kg alors que des doses plus
faibles de 5 mg/kg ne sont pas curatives mais produisent néanmoins une large
augmentation du temps de survie de ces souris (Momparler, 2005b). De plus, il est
intéressant de noter que dans ce modeéle, la 5-AZA-CdR est plus efficace que I’ARA-C, un
des agents anticancéreux des plus utilisés pour lutter contre la LAM (Momparler ef al.,

1984)

Concernant la toxicité de la 5-AZA-CdR, les études chez les souris ont permis de
comprendre que cet agent anticancéreux produit une leucopénie et une thrombopénie dont
Deffet est réversible. Le traitement va pousser les cellules progénitrices en prolifération
dans la moelle a se différencier. Ceci provoque une grande perte de ces cellules de la
moelle menant & la myélosuppression. Comme la 5-AZA-CdR est un agent spécifique de
la phase S, les cellules souches normales qui sont quiescentes, ne sont pas affectées. Aprés
la thérapie, ces cellules sont recrutées dans le cycle cellulaire pour entrer en prolifération
et générer I’hématopoiése. Ces données justifient I’augmentation de la dose de la 5-AZA-

CdR, car elle n’est pas cytotoxique envers les cellules souches au repos de la moelle, ce

! C’est-a-dire que 1’ensemble des cellules cancéreuses ont été éliminées par la thérapie. Ces souris ne
feront pas de rechute et ne mourront pas de la leucémie. On appelle aussi ces souris des survivantes a long-
terme.
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qui permet le rétablissement de I’hématopoiése. Chez I’humain, 4 cause de cette
my€losuppression, il faut espacer les cycles de traitements de cinq a six semaines afin de
permettre le rétablissement de la fonction hématopoiétique. Il est possible que 1’usage de

facteurs de croissance accélére la récupération de I’hématopoiése (Momparler, 2005b).

Suite aux nombreuses phases cliniques et aux études précliniques, les résultats ont montré
que la résistance 4 cet analogue est causée par une déficience en désoxycytidine kinase et
une augmentation de I’activité de cytidine désaminase. Cette derniére est responsable de la
courte demi-vie de 15 a 25 minutes de la 5-AZA-CdR. L’ensemble de ces caractéristiques
sous-entendent que son activité clinique sera d’autant plus grande que la concentration de
la 5-AZA-CdR sera maintenue a son niveau optimal pendant toute la durée du cycle

cellulaire des cellules cancéreuses (Momparler, 2005b).

2.2.2 Les résultats cliniques de la 5-AZA-CdR :

Le premier rapport clinique avec la 5-AZA-CdR a montré qu’elle induisait des RC chez
des enfants atteints de leucémies aigués en rechute et résistants a la thérapie
conventionnelle (Rivard et al, 1981). La 5-AZA-CdR produisait une réponse
antileucémique chez I’ensemble de ces patients. Le traitement a produit 22 % de RC
(Momparler et al., 1985b). La posologie la plus efficace était une administration de 1080 &
2400 mg/m? (dose totale) lors d’une infusion de 36 4 44 h. A ces doses, 1’incidence des
vomissements et des nausées augmentait, mais la toxicité n’était pas sévére et était
controlée facilement par la médication. Le nadir des plaquettes et des granulocytes
commengait entre le 9° et le 12° jour apreés le traitement et la récupération débutait entre
les 24° et 42° jours. Cette étude a montré que la 5-AZA-CdR traverse la barriére hémato-
encéphalique. Chez deux patients, une concentration inhibitrice de la 5-AZA-CdR était
détectée dans le liquide céphalorachidien et a produit la disparition des clones
leucémiques dans les méninges (Rivard ez al., 1981). Pendant I’infusion, sa concentration

dans le fluide cérébro-spinal était d’environ la moitié du niveau plasmatique. Ainsi, un
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niveau d’infusion de 30 mg/m*h produisait un effet antileucémique significatif, en
donnant une concentration plasmatique a I’équilibre de I’ordre du micromolaire
(Momparler et al., 1985b). Chez des adultes atteints de LAM, la 5-AZA-CdR, administrée
en infusion de 30 mg/m*h 4 une dose totale de 1080 mg/m? (4 h d’infusion, 3 fois par jour
pendant 3 jours) en cycles de 6 semaines, produisait environ 27 % de RC (Petti ef al,

1993).

Pour des patients 4gés atteints de SMD, un traitement a faible dose de la 5-AZA-CdR a 2
mg/m*h pendant 72 h toutes les six semaines a produit 27 % de RC (survie moyenne de
11 mois) (Wijermans ef al., 1997). Cette étude, ou la 5-AZA-CdR était utilisée a faible
dose, démontre sa grande efficacité et appuie le fait que la 5-AZA-CdR est plus efficace
que ’ARA-C (Momparler et al., 1984), car seulement 11 % des patients répondaient a
I’ARA-C a faible dose (Miller ef al., 1992). Plus récemment, une autre étude avec des
patients atteints de SMD, traités a 20 mg/m’ en infusion d’1 h, 5 fois par jour, présentait
un taux de 35 % de RC avec une survie moyenne de 22 mois. La 5-AZA-CdR a cette
posologie n’augmente pas la durée de survie moyenne mais elle produit moins de
mortalité que la chimiothérapie standard intensive du traitement de SMD (Kantarjian ef
al., 2007). Pour le traitement de la leucémie myélomonocytaire chronique (récemment
classée dans les syndromes myéloprolifératifs/dysplasiques), la 5-AZA-CdR produit un
taux de RC de 58 % a 100 mg/m? par cycle, répétés toutes les quatre semaines. Par contre,
ces patients survivaient en moyenne 19 mois ce qui ne représente pas d’amélioration par
rapport 2 la survie des patients traités avec la chimiothérapie standard qui est 18 a 20 mois

(Aribi et al., 2007).

Comme une hyperméthylation anormale de ’ADN des TSG est détectée dans tous les
types de cancers, la 5-AZA-CdR a le potentiel d’étre efficace contre toutes les néoplasies.
Des études cliniques sur le traitement des tumeurs solides ont testé I’efficacité de la 5-
AZA-CdR. Une étude pilote avec des patients (n = 6) atteints du cancer du poumon a
grandes cellules & un stade avancé (stade IV) a montré que la 5-AZA-CdR produisait une

prolongation de la survie qui était significative par rapport au temps de survie des patients
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recevant la chimiothérapie conventionnelle. Ces patients ont regu deux cycles et plus de la
5-AZA-CdR a 200-660 mg/m? (dose totale) en 8 h d’infusion par cycle. Une patiente qui a
regu cinq cycles a des doses comprises entre 495 et 660 mg/m” a survecu 81 mois et deux
patients qui ont regu trois et quatre cycles de 5-AZA-CdR (200-660 mg/mz) ont survécu
16 et 15,3 mois (Momparler et al., 1997; Momparler et Ayoub, 2001). La survie moyenne
des patients atteints d’un cancer du poumon 4 grandes cellules au stade IV est de 12 mois
avec la chimiothérapie classique (Casciato, 2004). D’autres travaux plus récents ont
montré que la diminution de la dose de la 5-AZA-CdR n’était pas une approche
convenable pour ce genre de pathologie. Une posologie de 60-90 mg/m?® (dose totale) en
infusion pendant 72 h n’a pas pu démontrer d’effet significatif sur la survie des patients
atteints du cancer du poumon a grandes cellules (Schrump et al., 2006). En effet dans cette
€tude, le niveau plasmatique était de 10 ng/ml alors que I’infusion de 660 mg/m*/8h
produit un niveau plasmatique a 1’équilibre 70 fois plus grand (Momparler ef al., 1997;
Momparler et Ayoub, 2001). L’utilisation de doses plus élevées de la 5-AZA-CdR est
appuyée par le fait que les médicaments ont généralement des difficultés a pénétrer a
Pintérieur des tumeurs solides pour éliminer les cellules cancéreuses et notamment les

CSC (Tannock e al., 2002).

Apres de nombreuses études cliniques, I’énigme sur la posologie optimale de la 5-AZA-
CdR n’a pas encore été résolue. En ce qui a trait 4 la durée idéale de I’infusion, elle devrait
étre assez longue pour permettre a toutes les cellules néoplasiques d’entrer en phase S.
Comme la durée de ’infusion de I’ARA-C de 168 h produit des RC de longue durée; cela
suggere que durant cet intervalle la plupart des cellules néoplasiques entrent en phase S.
Pour optimiser I’efficacité thérapeutique de la 5-AZA-CdR, les essais cliniques devraient
prolonger la durée de I’infusion progressivement jusqu’a I’obtention de RC de longue
durée, sans toutefois avoir une toxicité supérieure a celle de la thérapie standard
(Appendice A). Dans un article soumis récemment (Appendice B), des résultats
précliniques sur des modéles in vivo et in vitro du cancer du poumon et de leucémie
montrent que Pactivité antinéoplasique significative de la 5-AZA-CdR se produit quand
son niveau plasmatique atteint ’ordre du micromolaire. L’utilisation d’un tel niveau

plasmatique est justifiée par le fait qu’en-dessous d’un certain seuil, les cellules
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cancéreuses peuvent reméthyler les TSG et ainsi, contrecarrer 1’effet antinéoplasique de la
5-AZA-CdR (Egger et al., 2007). De plus, pour le traitement des tumeurs solides, la faible
pénétration des agents anticancéreux a I’intérieur des tumeurs appuie 1’intensification de la
dose d’anticancéreux (Tannock et al., 2002; Minchinton et Tannock, 2006). Les doses
maximales de la 5-AZA-CdR utilisées en clinique ont été administrées a des enfants
atteints de leucémies en stade terminal et & des patients 4gés atteints du cancer du poumon
en stade IV (Rivard et al, 1981; Momparler et al., 1997). Ces posologies sont
myélosuppressives mais cette toxicité est réversible. Comme la toxicité de la 5-AZA-CdR
est similaire a celle de I’ARA-C, une thérapie d’une durée proche de celle de I’ARA-C

devrait étre réalisable, sans produire des toxicités inacceptables (Momparler, 2005b).

Ainsi, la posologie optimale pour le traitement des hémopathies malignes avec la 5-AZA-
CdR devrait se trouver a I’intérieur d’une infusion de 48 a 120 h avec un taux d’infusion
d’environ 30 mg/m’/h par cycle, répété toutes les six semaines (Appendice A). Les
patients avec un statut hématologique faible sont des candidats seulement pour une
thérapie a faible dose de la 5-AZA-CdR. Cependant, si ces patients répondent au
traitement et que leur état hématologique s’améliore jusqu’a la RC, ils pourraient alors
étre traités avec une thérapie plus intense afin de prolonger la durée de leur RC
(Momparler, 2005b). Concernant les tumeurs solides, il est important de réaliser que la
cinétique de la division des cellules tumorales est plus longue que celle des cellules
leucémiques. Ainsi, la durée de la thérapie de la 5-AZA-CdR doit par conséquent étre trés
longue (> 5 jours). Mais, une telle durée d’infusion produirait une trop grande toxicité.
Une approche qui mériterait une attention particuliére serait [’utilisation de plusieurs
cycles répétés de la thérapie intensive avec le 5-AZA-CdR pour des courtes périodes

d’infusion de 12 a 24 h (Momparler, 2005b).

Notons qu’a I’heure actuelle, la 5-AZA-CdR est approuvée aux Etats-Unis depuis mai
2006, pour le traitement des SMD & une posologie de 15 mg/m? en infusion de 3 h, toutes

les 8 h pendant 3 jours et dont le cycle est répété toutes les six semaines.
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Chapitre 3 : La génistéine

3.1 Généralités :

La génistéine (4°,5,7-trihydroxyisoflavone, Figure 14) est la principale isoflavone présente
dans le soja. Sa structure moléculaire est semblable a celle de 1’estradiol, ce qui lui confére
une capacité de liaison aux récepteurs estrogéniques. C’est donc une phytoestrogéne (Park

et Surh, 2004).

HO

Figure 14: La génistéine (4°,5,7-trihydroxyisoflavone).

Cette molécule naturelle est la plus active des isoflavones du soja et présente des
caractéristiques intéressantes comme ['inhibition de I'angiogenése, la différenciation
cellulaire, la destruction des cellules tumorales, le traitement des symptomes de la
ménopause et la prévention de l'ostéoporose. Parmi tous ces aspects, c’est son potentiel
antinéoplasique qui sera au coeur de notre étude, grice a son action sur de nombreux
mécanismes moléculaires impliqués dans le cancer (Agarwal, 2000; Ravindranath ef al.,

2004).
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Des études toxicologiques sous-chroniques et chroniques chez le chien démontrent que
pendant 4 & 52 semaines a haute dose (500 mg/kg/jour), la génistéine est bien tolérée et ne
produit par de toxicité systémique. Cette forte dose administrée quotidiennement pendant
52 semaines a produit, chez les femelles, une augmentation du poids de I’utérus et chez les
males, une réduction de la taille des testicules, de I’épididyme et de la prostate, sans
toutefois affecter la fonction reproductrice (McClain ef al., 2005). Des études in vitro ont
semé la controverse quant a la toxicité de la génistéine. En effet, des chercheurs ont
montré que cette isoflavone, a des concentrations de 50 uM, inhibe les topoisomérases 1.
Cet effet inhibiteur produit des clivages de I’ADN, notamment au niveau du géne MLL.
De telles cassures sont fréquemment retrouvées chez ’enfant atteint d’une leucémie. Ces
observations ont conduit ces chercheurs a considérer la génistéine dans 1’étiologie de la
leucémie (Abe, 1999; Strick ef al., 2000). D’autres résultats in vitro ont montré que la
génistéine avait une activité clastogénique (qui induit des cassures de I’ADN) sur des
cellules de lymphome de souris exposées & 222 uM pendant 3 h et & 18 uM pendant 24 h
(McClain et al., 2006). Or, cet effet cytotoxique observé in vitro n’a pas pu étre confirmé
in vivo chez la souris et le rat car les niveaux plasmatiques de génistéine sont plus faibles
(McClain et al., 2006). Chez I’humain, la génistéine administrée & haute dose (300
mg/jour pendant 28 jours ou 600 mg/jour pendant 56 jours) n’a pas causé de cassures de
I’ADN, ni de clivage du géne MLL dans les lymphocytes périphériques (Miltyk et al.,
2003). Cette différence entre les résultats in vitro et in vivo provient du fait que les
concentrations utilisées in vitro ne sont pas atteignables in vivo a cause de 1’élimination
rapide de la génistéine (Klein et King, 2007). Les conclusions de certains auteurs sur
I’implication de la génistéine dans I’étiologie de la leucémie ont été invalidées car leurs
résultats in vitro ne pouvaient étre appliqués in vivo. La génistéine n’a pas présenté de
signes de toxicité détectables lors de son administration & haute dose. Sa classification

comme agent chimiopréventif n’a ainsi pas été remise en cause.

! Ces enzymes ont la fonction de relaxer les tensions des deux brins de I’ADN suite a la réplication et
la transcription. Elles coupent les deux brins, défont le superenroulement de la double hélice puis relient les
brins d’ADN relaxés. Un inhibiteur de topoisomérases empéche la relaxation et la ligation des brins d’ADN
produisant des cassures et des aberrations chromosomiques.
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3.2 La génistéine et son rdle dans la chimioprévention :

Plusieurs études épidémiologiques démontrent une association entre la consommation de
soja et une réduction du risque de cancer. Les asiatiques, qui consomment 20 a 50 fois
plus de soja que les occidentaux, ont un taux plus faible de cancer du sein et de la prostate
(Park et Surh, 2004). Des études ont montré que la présence de la génistéine dans le
plasma est associée 4 un risque moins élevé de contracter ces cancers (Kurahashi ef al,
2007; Wu et al., 2008). La génistéine agit comme un agent naturel de chimioprévention
(Sarkar et al., 2006). Par exemple, la concentration plasmatique de génistéine obtenue
chez des Japonais était d’environ 0,5 pM, alors qu’elle était de 0,03 uM chez des
Britanniques (Morton et al., 2002). Plusieurs études cliniques sont en cours afin
d’examiner les effets anticancéreux et chimiopréventifs de la génistéine administrée chez
des patients atteints de cancer de la prostate, de I’endométre, du sein et de la vessie (voir

http://clinicaltrials.gov/).

3.3 La biodisponibilité de la génistéine chez I’humain :

Dans le soja, la génistéine est présente sous forme d’un conjugué B-D-glycosylé,
biologiquement inactif, nommé la génistine. Cette derniére, une fois ingérée, est
transformée en génistéine (un compoéé aglycone) par les B-glycosidases, des enzymes
produites par des bactéries symbiotiques de D’intestin (Murphy, 1982; Setchell et al,
2002). La génistéine est absorbée plus rapidement et en plus grande quantité que ces
formes B-D-glycosylées. Son absorption se fait par un mécanisme de diffusion passive a
travers les cellules intestinales (Izumi et al., 2000; Mathey et al., 2006). La meilleure
fagon d’évaluer I’exposition & la génistéine est de mesurer son niveau plasmatique
(Mathey ef al., 2006). Dans une étude de phase I sur des patients atteints de cancer,
I’administration orale de génistéine a 2, 4 ou 8 mg/kg a produit une concentration
plasmatique maximale d’environ 0,1 uM (Takimoto et al., 2003). Selon différentes études,

la demi-vie de la génistéine chez I’humain varie généralement entre 3 et 10 h
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respectivement pour les formes libres et conjuguées (voir section 3.4) de la génistéine
(Setchell ef al., 1998; Watanabe et al., 1998; Bloedon ef al., 2002; Busby ef al., 20.02). Le
pic plasmatique de la génistéine se produit 6 a 8 h apres I’ingestion de composés purifiés
(Setchell e al., 1998) ou de soja en poudre (Watanabe ef al., 1998). La génistéine, a une
dose fortement supérieure a I’apport normal (1 & 16 mg/kg), administrée & des hommes en
bonne santé, ne produisait pas de toxicité clinique et était rapidement excrétée. De plus,
les données pharmacocinétiques démontrent que 1’administration de la génistéine, toutes
les 12 ou 24 h, ne peut pas mener & une accumulation plasmatique a cause de son

élimination rapide (Bloedon et al., 2002).

3.4 Le métabolisme de la génistéine :

La génistéine est métabolisée en composés glucurono- ou sulfo-conjugués dans I’intestin
et dans le foie (Chen ef al., 2003; Chen et al., 2005b). Le métabolisme de la génistéine
serait plus important au niveau intestinal qu’au niveau hépatique, car il y a plus de
glucuronides de génistéine excrétés par I’intestin que par la bile (Chen ef al., 2005b). Dans
le plasma de souris, la génistéine est présente a 9 % sous forme libre (aglycone), 38 %

conjuguée a des sulfates et 53 % conjuguée a des glucuronides (Allred et al., 2005).

Au niveau intracellulaire, la génistéine est métabolisée en dihydrogénistéine et d’autres
produits de dégradation qui perdent progressivement leur capacité de liaison aux
récepteurs des estrogénes (Hwang et al., 2006). Récemment, il a été¢ démontré qu’un
produit de dégradation de la génistéine, le 5,7,3°,4’-tétrahydroxyisoflavone, produit par les
cytochromes P450 (notamment les isoenzymes 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4) jouerait un
role important dans P’effet anticancéreux de la génistéine & des concentrations
nutritionnelles (Nguyen et al., 2006). Le métabolite est impliqué dans la phosphorylation
de la MAP (pour «mitogen-activated proteiny») kinase p38 et inhibe la cdc2 (gene qui
contrdle la division cellulaire). Par le fait méme, ce métabolite de la génistéine bloque le

cycle cellulaire dans la phase G2/M (Figure 15). Ce métabolite est retrouvé dans la lignée
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cancéreuse du sein (MCF-7) et non dans des cellules mammaires non cancéreuses (MCF-
10). De plus, seules les cellules cancéreuses capables de produire ce métabolite sont
sensibles 4 I’action de la génistéine. Ainsi, ces résultats démontrent que le métabolisme de
la génistéine joue un réle important dans son activité anticancéreuse (Nguyen et al., 2006).
Il est important de considérer qu’il existe des variations interindividuelles dans le
métabolisme de la génistéine, notamment & cause du polymorphisme des cytochromes
P450 (Boersma et al., 2001; Mathey e al., 2006). Toutefois, I’action anticancéreuse de la

génistéine est pléiotropique et ne se limite pas a I’effet de 1’un de ses métabolites.

Génistéine
Gé J'I Tétrahydroxyisoflavone

Phase M Phase G2

Figure 15 : Proposition du mécanisme d’action de la génistéine via Peffet de son
métabolite la tétrahydroxyisoflavone dans les cellules T47D (adapté de Nguyen et al.,
2006).
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3.4 Les mécanismes moléculaires responsables de 1’action anticancéreuse de la

génistéine :

La génistéine exerce une action anticancéreuse pléiotropique dans différentes voies
moléculaires impliquées dans la carcinogenése (Park et Surh, 2004). Dans les cellules
cancéreuses, elle agit sur I’expression des génes du cycle cellulaire, I’apoptose,
I’oncogenése, la régulation de la transcription, la transduction du signal, P’invasion

tissulaire et I’angiogenése (Sarkar ef al., 2006).

La génistéine est un inhibiteur des protéines tyrosines kinases qui sont suractivées dans de
nombreux cancers. L’inhibition de ces enzymes est une stratégie pour lutter contre les
cellules cancéreuses. La génistéine, & hautes doses, produit un arrét du cycle cellulaire en
phase G2/M, grice a la répression de I’activité de la Cdkl (check-point kinase), de la
cycline B1 et de la cdc2 dans des cellules de cancer du sein, de la prostate, de ’estomac,
du poumon et de leucémie (Spinozzi et al., 1994; Park et Surh, 2004; Nguyen et al., 2006;
Sarkar et al., 2006). Cet arrét du cycle cellulaire en phase G2/M se produit spécifiquement
dans les cellules cancéreuses et non dans des cellules normales. Par exemple, elle produit
un effet cytotoxique sur les cellules leucémiques pro-myélocytaires HL-60 alors que les
lymphocytes normaux survivent a des concentrations de 740 uM (Traganos et al., 1992).
Ainsi, cette isoflavone est cytotoxique pour les cellules cancéreuses et ne semble pas

produire des effets toxiques pour les cellules normales (Nguyen et al., 2006).

L’arrét de la croissance induit par la génistéine est associé & I’apoptose. La génistéine
induit I’activation des caspases-3, de Bax, de p21VAF! et la baisse de Iactivité de Bcl-2 et
Bcl-X; (Sarkar et Li, 2006). La génistéine induit donc la mort cellulaire et ce,
indépendamment de la présence de p53, une protéine qui est mutée dans 50 % des cancers
(Lian et al, 1999; Ravindranath et al., 2004). La génistéine est aussi un inhibiteur de
Iactivité chymotrypsine du protéasome. Le protéasome est une protéase qui dégrade les
protéines ubiquitinylées grace a des activités protéolytiques (semblables a celle de la

chymotrypsine, de la trypsine et des caspases). L’activation du protéasome est requise



53

pour la survie des cellules cancéreuses. Son inhibition méne a un arrét de la croissance en
Gl et a I’apoptose des cellules cancéreuses et non des cellules normales. L’inhibition du
protéasome est une cible du traitement du cancer. Des experiences avec la génistéine, sur
des cellules leucémiques, du cancer de la prostate et du sein ont montré que cette
inhibition produit une accumulation de protéines ubiquitinylées et méne & ’apoptose. Cet
effet est aussi retrouvé exclusivement dans les cellules cancéreuses (Kazi et al., 2003;
Chen et al., 2005a). Au niveau épigénétique, la génistéine (de 2 a 20 pM) induit la
réexpression des TSG (RAR, pl 6™ e MGMT) inhibés par une hyperméthylation du
promoteur dans des cellules cancéreuses de I’esophage et de la prostate. La génistéine
produit une faible inhibition de I’activité des DNMT et des HDAC. Cette inhibition
pourrait expliquer la réactivation des TSG (Fang et al., 2005; King-Batoon er al., 2008).
Drailleurs, une diéte enrichie en génistéine modifie la méthylation de I’ADN de |a prostate
des souris (Day et al., 2002). D’autres mécanismes épigénétiques sont modifiés par la
génistéine, notamment au niveau de la chromatine. Il a été démontré que la génistéine
augmente I’acétylation des histones H3 et H4 au niveau des promoteurs des génes p2l et
p16™% ce qui facilite la transcription de ces deux TSG (Kikuno et al., 2008; Majid et al,
2008).

Les mécanismes d’action de la génistéine in vivo sont complexes a cause de son activité
sur le systéme hormonal, particuliérement pour les cellules de la prostate et du sein. Une
diéte enrichie en génistéine (25, 250 et 1000 mg/kg) diminue expression des récepteurs
aux androgenes dans la prostate chez le rat. Ces effets ont ét€ observés chez le rat a des
niveaux plasmatiques de geénistéine comparables a ceux mesurés chez I’humain. Comme
ces cellules ont besoin d’androgénes pour se développer, ’effet de la génistéine serait
responsable de la plus faible incidence du cancer de la prostate observée chez les
populations asiatiques (Fritz ef al, 2002). De plus, il a été¢ démontré que la génistéine
inhibe I’expression et la sécrétion de Iantigéne spécifique de Ia prostate (PSA). La
diminution du PSA dans le sérum des patients est observée quand les patients répondent
au traitement. Ainsi, cet effet de la génistéine sur le PSA justifie son réle dans le

prévention du cancer de la prostate (Davis et al., 2000).
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Dans le tissu mammaire, la génistéine exerce un effet trés intéressant sur les récepteurs
aux estrogénes. Elle agit de deux fagons différentes. C’est un antagoniste du récepteur de
Iestrogéne dans un environnement ou la concentration en estradiol est élevée, comme
avant la ménopause. C’est un agoniste de I’estrogéne quand les doses d’estradiol sont plus
faibles, comme pendant la ménopause (Hwang ef al., 2006). Cet effet antagoniste sur les
récepteurs hormonaux pendant des décennies (durant la préménopause) pourrait réduire la
prolifération du tissu mammaire et ainsi contribuer a son effet chimiopréventif
(Ravindranath ef al., 2004). Par le fait méme, la génistéine inhibe la croissance des
cellules du cancer du sein positives aux récepteurs aux estrogénes. En outre, elle a aussi la
capacité d’inhiber la croissance des cellules du cancer du sein négatives aux récepteurs
aux estrogeénes (Shao ef al., 1998a). De plus, la génistéine inhibe 1’aromatase (CYP19), ce
qui provoque une inhibition de la biosynthése des estrogénes (Wood et al., 2006). Ainsi,
les effets antiestrogéniques de la génistéine, a des niveaux atteints dans le plasma de
consommateurs de soja, sont suffisamment élevés pour réguler la prolifération des cellules
mammaires épithéliales et par conséquent induire un effet chimiopréventif (Ravindranath

et al., 2004).

Des études in vivo ont montré que la génistéine administrée dans la diéte réduit la
formation de métastases pulmonaires et de mélanomes chez des souris C57BL/6. Le
traitement a la génistéine augmentait aussi le temps de survie de ces souris (Menon ef al.,
1998). La diminution du nombre de métastases pourrait étre lice a I’effet de la génistéine
sur I’invasion des cellules cancéreuses. Il a été démontré que la génistéine inhibe le
détachement des cellules cancéreuses et leur potentiel invasif en induisant une diminution
de deux MMP (pour Matrix Metalloprotéinase ; MMP-2 et MMP-9) et une activation d’un
inhibiteur de métalloprotéinase (TIMP-1) dans des modéles de cancer de la prostate et du

sein (Shao ef al., 1998b; Xu et Bergan, 2006).
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Tableau 5 : Les mécanismes moléculaires de I’effet anticancéreux de la génistéine.

Effets anti-cancéreux de la génistéine Commentaires Références
Blocage du cycle cellulaire en G2/M Inhibition de la cycline Bl et de la cdc2 Park et Surh, 2004
Activiation de I'apoptose Activation des caspases-3, Bax et

inhibition des Bcl-2, Bel-X,, Sarkar et Li, 2006
Induction de I"apoptose indépendante de p53 Surexpression de p2 | WAF! et Bax Lian et al,, 1999
Diminution de I’invasion tissulaire Baisse de I’expression des MMP-2 Xu et Bergan, 2006
Effets hormonaux Baisse des PSA et de I’expression des androgénes Davis et al,, 2000;

Fritz et al, 2002

Baisse de la prolifération des cellules mammaires Ravindranath et al,, 2004
Augmentation de I’acétylation des histones Activation épigénétique de p21 et p 16 Mayjid et al., 2008
Inhibition des DNMTs et HDACs Reactivation de p16, RARP et MGMT Fang et al, 2005
Déméthylation du promoteur de GSTP] Effet faible King-Batoon et al., 2008

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la chimioprévention sont aussi reliés a
I’effet de la génistéine sur les enzymes de détoxication responsables du métabolisme des
substances cancérigénes. Elle inhibe I’activité des cytochromes P450, ce qui diminue la
conversion des molécules procarcinogénes en carcinogénes actifs. De plus, elle active les
enzymes de détoxification de phase II comme ’UDP-glucuronyl transférase, la
glutathione S-transférase et la réductase de quinone. La génistéine augmente de cette
fagon la détoxification des carcinogénes. Des expériences chez le rat ont montré que la
génistéine réduit I’incidence et le nombre d’adénocarcinomes mammaires induits par la
diméthylbenzanthracéne (Lamartiniere et al., 1995) et le nombre de tumeurs de la prostate

induites par la méthylnitrosourée (Lambert et al., 2005).

En conclusion, la génistéine posséde une faible activité sur une multitude de voies
moléculaires spécifiques aux cellules cancéreuses. L’ensemble de ces effets produit une
action chimiopréventive en causant une baisse de la prolifération des cellules de la

prostate et du sein chez les personnes qui consomment réguliérement du soja. L’action de
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la génistéine, a des niveaux atteints dans le plasma de consommateurs de soja, inhibe aussi
la croissance des cellules cancéreuses en agissant sur plusieurs cibles moléculaires. Ceci
empéche le développement de la résistance. Ces qualités, combinées au fait que c’est une
molécule non toxique, représentent un grand avantage dans I’optique de son utilisation en

chimiothérapie.

3.5 La génistéine, un adjuvant dans la chimiothérapie :

Comme nous I’avons vu dans le chapitre 1.5, I’utilisation de combinaisons
d’anticancéreux est la seule approche pouvant conduire a un plus haut taux de réponse aux
traitements. Compte tenu des caractéristiques de la génistéine, de nombreuses études tant
précliniques que cliniques se sont penchées sur son potentiel chimiothérapeutique. Au
niveau préclinique, la génistéine produit des effets trés intéressants en combinaison avec la
chimiothérapie et la radiothérapie (Sarkar et al., 2006). In vitro, en combinaison avec le
tamoxiféne, la cisplatine, le docétaxel, la doxorubicine, le dexaméthasone, la
daunorubicine, le 5-fluorouracile et la gemcitabine, elle augmente I’inhibition de la
croissance et I’apoptose des cellules cancéreuses de prostate, de sein, de pancréas et de
poumons (Hwang et al., 2005; Sarkar et Li, 2006). Contre les métastases osseuses, la
génistéine augmente I’effet du docétaxel en augmentant ses effets antitumoraux, contre
’invasion et les métastases, dans un modéle murin de métastases osseuses du cancer de la
prostate. Cette combinaison produit une baisse de la résorption de 1’os (inhibition des
ostéoclastes) et une baisse de I’activité d’une métalloprotéinase (MMP-9). Ceci a pour
effet de réduire la formation des métastases dans I’os (Li et al., 2006). In vitro et in vivo,
la génistéine sensibilise les cellules de lymphomes au traitement basé sur la combinaison
de cyclophosphamide, de doxorubicine, de vincristine et de prednisone (Mohammad ef al.,
2003). La génistéine augmente aussi Iefficacité de la radiothérapie sur des cellules du
cancer du sein et de la prostate (Ravindranath et al., 2004). Une telle combinaison induit
un effet inhibiteur sur la synthése de I’ADN, la croissance cellulaire et la formation de

colonies sur des cellules du cancer de la prostate (Sarkar et Li, 2006).
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Des études ont prouvé que I’utilisation de la génistéine, en combinaison avec des thérapies
utilisées en clinique, a un effet anticancéreux méme sur les cellules résistantes. La
résistance des cellules cancéreuses aux chimiothérapies est souvent causée par I’activation
de geénes de résistance aux drogues (comme des pompes qui stimulent I’efflux des
médicaments), de ’activation de NF-kB et de la voie de 1’ Akt (Sarkar et Li, 2006). En
effet, de nombreux traitements (le cisplatine, la docetaxel et la gemcitabine) induisent la
stimulation de NF-xB, mais cette induction peut étre supprimée par un prétraitement des
cellules cancéreuses (de prostate, du sein, du poumeon et du pancréas) par la génistéine. En
outre, la génistéine inhibe la voie de I’ Akt et augmente I’inhibition de la croissance indujte
par I’adriamycine, la gemcitabine dans des cellules cancéreuses du pancréas et de
I’esophage (Sarkar et Li, 2006). L’ensemble de ces résultats en laboratoire démontrent
que la génistéine augmente I’activité antitumorale des thérapies utilisées en clinique

(Sarkar et Li, 2006).

Les mécanismes moléculaires responsables de I’effet anticancéreux additif ou synergique
de la génistéine avec des agents chimiothérapeutiques n’ont pas été complétement élucidés
et seront difficiles a4 déterminer en raison de I’effet pléiotropique de la génistéine (Sarkar
et Li, 2006). L’intérét porté sur la génistéine est tel, qu’a ce jour, on dénombre six phases
cliniques (quatre, en combinaison avec des agents chimiothérapeutiques et deux, en
combinaison avec la radiothérapie) dans lesquelles la génistéine est utilisée contre
différents types de cancers (sein, prostate, rein, mélanome et pancréas; voir

http://clinicaltrials.gov/).
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Chapitre 1 : L’activité antileucémique de la génistéine,
une isoflavone présente dans les produits du soja

1.1 Traduction du résumé de I’article :

Le soja est utilisé par la médecine traditionnelle pour le traitement de nombreuses
maladies incluant le cancer. Les isoflavones retrouvées dans le soja ont démontré, chez
des modeéles animaux, une activité chimiopréventive. Cependant, les effets thérapeutiques
des isoflavones contre le cancer méritent d’étre clarifiés. Nous avons évalué I’activité
antileucémique in vitro et in vivo de la génistéine, une isoflavone retrouvée
majoritairement dans le soja. Nous avons observé qu’elle produit une activité
antinéoplasique dépendante de la dose et du temps contre des lignées cellulaires de
leucémies myéloide et lymphoide. De plus, le traitement a la génistéine chez des cellules
leucémiques a réactivé des génes suppresseurs de tumeurs qui étaient inhibés par une
méthylation anormale de I’ADN. Une diéte enrichie en geénistéine a produit un effet
antileucémique modéré, mais significatif chez la souris. Cette action plus limitée in vivo
serait causée par une inactivation métabolique de la génistéine chez la souris. Grace a une
demi-vie plus longue chez I’humain, une diéte enrichie en soja a le potentiel de produire
des niveaux plasmatiques de cette isoflavone a des concentrations, qui in vitro, produisent

une activité antileucémique.

1.2 Contribution de I’étudiant :

Toutes les expériences présentées dans cet article, la rédaction du manuscrit et la

soumission a des revues scientifiques ont été réalisées par le premier auteur de I’article.
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Soy has been used in traditional medicine for the treatment of various diseases,
including cancer. The isoflavones present in soy have been shown in animal models to
have cancer-preventing activity. However, the therapeutic effects of isoflavones against
cancer are still unclear. We have evaluated the in vitro and in vivo antileukemic activity of
genistein (1), a major isoflavone present in soy. We observed that it produced a dose- and
time-dependent antineoplastic activity against myeloid and lymphoid leukemic cell lines.
In addition, genistein treatment of the leukemic cells reactivated tumor suppressor genes
that were silenced by aberrant DNA methylation. A genistein-enriched diet produced a
moderate, but significant, antileukemic effect in mice. The limited extent of this in vivo
response may have been due to the rapid metabolic inactivation of genistein in mice. Due
to the longer half-life of genistein in humans, a soy-enriched diet has the potential to
produce plasma levels of this isoflavone in the range of the concentrations used in vitro

that produced an antileukemic activity.
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Soy (Glycine max L.; Leguminosae) has been used in traditional medicine for the
treatment of various diseases.' Previous research indicates that genistein (1, Figure 1), a
major isoflavone in soy, has some activity for the chemoprevention of cancer.” Recent
epidemiological studies showed a significant correlation between the plasma level of
genistein (1) and a reduction of the risk of breast cancers in Asian populations, who
consume 20-50 times more soy than Western popula’tions.z’3 A recent comprehensive
study in Japan showed that soy intake significantly reduced the incidence of prostate

CEl.I‘lCCI'S.4

Plasma levels of total genistein (1) in high soy consumers are in the micromolar
range.>® Genistein in the plasma can reach 4-16 uM with an elimination half-life between
15-22 h.® Higher plasma levels of 20-25 uM can be reached after ingestion of high dose

supplements.7’8

Genistein (1) produces pleiotropic effects against cancer cells that can influence cell
proliferation, cell cycle progression, and apoptosis.”!! Its effects on a number of cellular
targets have been proposed to be responsible for its anticancer activity. In breast
carcinoma cells, its antiproliferative effects were shown to be mediated through the
formation of an intracellular metabolite that inhibits cell cycle progression.”? Normal
lymphocytes survived after treatment with concentrations that were cytotoxic to HL-60
leukemic cells, indicating that genistein is non-toxic to normal cells.”” No significant

genotoxicity was observed in tumor patients treated with genistein.®

Genistein (1) was reported to inhibit cell proliferation and induce differentiation of
human leukemic cell lines."*" In these latter studies, the in vitro antileukemic activity of
genistein was assessed at very high concentrations, which are not obtainable in humans.®
To our knowledge the action of genistein on colony formation of the leukemic cell lines
has yet to be investigated. This property is important for the complete evaluation of its in
vitro antineoplastic activity.!® In comparison to other in vitro methods, the clonogenic
assay is the method of choice to assess antineoplastic activity,'® since the major objective
of chemotherapy is the irreversible eradication of the clonogenic potential of leukemic
stem cells.'®'7 Moreover, the antileukemic activity of genistein, including dietary

supplementation, has not been tested in animals. This study aimed to assess the effect of
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genistein on in vitro growth inhibition, loss of clonogenicity and gene reactivation of both
myeloid and lymphoid leukemic cells. The concentrations used in this study were those
that are obtainable in plasma of high soy consumers or people treated by genistein
supplements. In addition, our second objective was to evaluate in an in vivo model the
antineoplastic activity of genistein administrated in the diet of mice with L1210 leukemia.

We observed significant antileukemic activity for genistein in both models.

Results and Discussion

The effect of genistein (1) on growth inhibition of human HL-60, MOLT-3, Raji and
KGla leukemic cells is shown in Figure 2. The growth inhibitory activity of this
isoflavone was dose and time-dependent in all the four cell lines. MOLT-3 lymphoid cells
were the most sensitive cell line to the anti-proliferative effect of genistein as shown by
growth inhibition >10% produced by 2 uM after 48 h exposure (Figure 2B). For the other
cell lines, the growth inhibitory effect of genistein >10% was obtained at concentrations
starting at 5 uM. The concentrations that produced a 50% inhibition of growth (IGsp) for
48 h exposure were: 18.2 uM for HL-60 (Figure 2A), 12.7 uM for MOLT-3 (Figure 2B),
18.6 uM for Raji (Figure 2C), and 23 uM for KGla (Figure 2D) leukemic cells.

The effect of genistein (1) on loss of clonogenicity as determined by a colony assay
(Figure 3) was investigated for HL-60, MOLT-3 and Raji leukemic cell lines, but not in
KG1a cells (due to their inability to grow in soft agar). Both lymphoid and myeloid human
leukemic cell lines showed a dose and time-dependent loss of clonogenicity after genistein
exposure. After 24 h exposure, 1 produced a loss of clonogenicity >10% starting at 1 uM
for MOLT-3 (Figure 3B). The other cell lines required a concentration >2 uM to produce a
loss of clonogenicity >10%. The concentrations that produced a 50% loss of clonogenicity
(LCso) for 24 h exposure were: 6.3 #M for HL-60 (Figure 3A), 7.5 uM for MOLT-3
(Figure 3B), and 13.7 uM for Raji (Figure 3C) leukemic cells.

For L1210 murine leukemic cells, genistein (1) at concentrations of 1 to 20 uM
induced a dose- and time-dependent growth inhibition and a loss of clonogenicity at 12,

24 and 48 h (Table 1). Genistein produced growth inhibition and loss of clonogenicity
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>10% starting at 2 uM. The IGspand LCsq values of genistein for 24 h exposure were 18.5
uM and 6.5 uM, respectively.

The effect of different concentrations (1 to 20 #M) of genistein (1), on gene expression
was assessed by RT-PCR in human HL-60 and mouse L1210 leukemic cell lines after 48
and 24 h, respectively. For HL-60 cells, the cDNA products of p57%'"? and 18S ribosomal
RNA (used as the reference standard) are shown in Figure 4A. For L1210 cells, the cDNA

5CDKN2B and 18S ribosomal RNA are shown in Figure 4B. Genistein

products of pl
induced variable re-expression of these two silenced tumor suppressor genes at
concentrations ranging from 1 to 20 xM. An analysis of the promoter methylation level of

7XIP2 gene in HL-60 was performed by methylation-specific PCR (Figure 4C). Genistein

p5
at 10 uM produced a weak demethylation of the promoter region that was shown by the
detection of a weak band amplified by the primers for unmethylated DNA (U) and by a
decrease in the intensity of the band amplified by the primers for the methylated DNA

(M), compared to non-treated cells.

The activity of genistein (1) was tested in a mouse model in order to evaluate its
potential as a chemotherapeutic agent against leukemia. CD2F1 male mice were placed on
0.5% genistein-enriched diet (10-days period). The food intake was similar to the mice fed
with control diet. The mice received an i.v. injection of 10* L1210 leukemic cells. Control
mice survived 175 + 2 h after injection of leukemia (Figure 5). The leukemic mice fed
with 0.5% genistein-enriched diet had a moderate, but significant, increase in life span of
7% and died after 187 = 2 h (p < 0.05). In each experiment, it was observed that all the
control mice showed symptoms of advanced leukemic disease before the genistein-treated

mice.

The objective of this study was to evaluate the irn vitro and in vivo antileukemic activity
of genistein (1), a major isoflavone present in soy that has been used in traditional
medicine.! In this study, genistein was shown to inhibit growth of human and murine
leukemic cell lines. Our results confirmed the growth inhibitory activity on leukemic cells
as reported by other investigators.'*!"* However, these investigators used very high
concentrations of genistein, which are not obtainable in humans, as compared to our lower

concentrations that are reachable for a person on a high soy diet. In addition, these reports
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did not use a clonogenic assay, which is of primary importance for the evaluation of the in
vitro activity of antineoplastic agents. This ability in reducing the clonogenicity of
leukemic cells by genistein is very important in the evaluation of its antineoplastic
activity, since the current focus of therapy is the inactivation of the clonogenic potential of

leukemic stem cells.'%!”

In this report, we show that genistein induced a time- and dose-dependent effect on
both myeloid and lymphoid leukemic cell lines. Loss of clonogenicity by the leukemic
cells was observed at levels (1-20 #M), which are in the range of the observed plasma
concentration of genistein by a soy-enriched diet.? Interestingly, low concentrations 2
u#M) were able to induce loss of clonogenicity >10% after 24 h exposure. It has been
reported that genistein is a cytotoxic agent for neoplastic, but not for normal cells.'® In
addition, genistein shows no genotoxicity in patients.® We also investigated the effects of
genistein (1) on the reactivation of tumor suppressor genes, which were reported to be
silenced by promoter hypermethylation in leukemic cell lines.'®!° Genistein (1-20 uM)
induced a re-expression of two silenced tumor suppressor genes, p57**2 in a human cell
line and p15°®*™® in a mouse cell line. The variable cDNA amplification of these genes
after genistein exposure may have been due to the pleotropic action of this isoflavone on
various targets. At the higher concentrations of genistein, the expression appeared to
decrease which was probably due to the perturbation of cellular function. Our data are in
accord with the report that genistein on esophageal squamous carcinoma cells reactivated
the expression of several tumor suppressor genes, which were silenced by aberrant DNA
methylation.® The reactivation of tumor suppressor genes by genistein and its
demethylation effect on one of these genes suggests that part of the antileukemic activity
of this agent is related to its epigenetic action. Its actions on other targets, like an
inhibition of tyrosine kinases, may also contribute to its antileukemic effect.? For example,
inhibitors of tyrosine kinases have been reported to have antineoplastic activity and are

under clinical investigation in patients with cancer.?!

In our in vivo model, the leukemic mice fed with a 0.5% genistein-enriched diet
showed a significant increase in survival time as compared to control mice on normal diet.
This effect was moderate but significant. This mouse model is very sensitive to detect the

antineoplastic activity of experimental agents because of an excellent correlation between
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the number of surviving leukemic cells and the survival time of the mice.”? The major
cause for this moderate in vivo response was probably that genistein did not exceed 1 uM
in the blood of the mice as reported by others in mice fed with 0.6% soy extract-
supplement.23 Indeed, the metabolism of genistein is very rapid in the strain of mice
(CD2F1) used in our in vivo leukemic model as shown by its short half-life of less than 15
min.?* Therefore, we and other investigators have found it very difficult to obtain adequate
concentrations of genistein, a lipophilic agent, to produce potent antineoplastic activity in
mice.” In this regard, it was recently published that genistein (injected i.p.) did not
produced a significant increase in survival time (p = 0.06) of nude mice bearing

subcutaneous HL-60 tumors.?

In conclusion, the present data show that genistein (1), a key isoflavone present in soy,
has promising potential against leukemia. It can produce a significant loss of
clonogenicity of both myeloid and lymphoid leukemic cells. Genistein was shown to
produce the reactivation of tumor suppressor genes associated with a weak effect on
promoter demethylation. In a preclinical model, the antileukemic effect of genistein
administrated directly in the diet were evaluated. The moderate in vivo antileukemic effect
of genistein is probably due to its very rapid inactivation in mice. The longer half-life of
genistein in humans can produce plasma levels of this isoflavone after an enriched-soy
diet in the range of the concentrations used in vitro which produced a potent antileukemic

activity. The interesting antileukemic activity of genistein merits further investigation.

Experimental Section

Cell Lines and Culture Conditions. Human myeloid leukemic cells HL-60, KGla,
and lymphoid leukemic cells MOLT-3 were obtained from ATCC (Manassas, VA). The
Raji lymphoid leukemic cell line was donated by Dr. J. Menezes (Hopital Saint-Justine).
Human cell lines were cultured in RPMI-1640 medium (Invitrogen, Burlington, Ontario,
Canada) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Wisent, St-Bruno,
Quebec, Canada). The doubling times of HL-60 and Raji cells were 16-18 h, whereas
those of MOLT-3 and KGla leukemic cells were 23-24 and 35-36 h, respectively. The
murine lymphoid leukemic cell line L1210 was obtained from Dr. T. Khwaja (University
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of Southern California, Los Angeles) and cultured in RPMI-1640 with 5% heat-
inactivated fetal calf serum and with 6 uM of 2-mercaptoethanol. The doubling time of the
L1210 cells was about 10 h. All cell lines were incubated at 37 °C in 5% CO; atmosphere.
Genistein (LC Laboratories, Woburn, MA) was dissolved in DMSO (Sigma, Oakville,
Ontario, Canada) to prepare stock solutions of 2 and 20 mM and kept frozen at -20 °C

until use.

Inhibition of Growth and Clonogenic Assays. Human and murine cell lines in log
phase at 2 x 10* cells/mL were placed in tissue culture flasks. Genistein (1) was added at
1,2,5, 10, and 20 uM. For the growth inhibition assay, aliquots of cells were counted at
12, 24, 48, 72, and 96 h using a Beckman Z1 Coulter Particle Counter (Hialeah, FL). For
the clonogenic assay, 1 was removed by centrifugation and cells were suspended in drug-
free medium then 100 cells were placed in 2 mL of 0.45% soft agar RPMI-1640 medium
containing 10% serum for murine cell line or 20% serum for human cell lines. After 7
days of incubation for murine cell line or 15 days for human cell lines, the number of
colonies (> 50 cells) was counted. The cloning efficiency in soft agar without drug
treatment was in the range of 50-60% for all the cell lines. The inhibition of growth and
loss of clonogenicity (%) were expressed relative to control cells without treatment. All
the experiments were performed in triplicate and the mean values were divided by the
control mean value. The experiments were repeated three times and expressed as mean +
S.E.M.

Isolation of RNA and RT-PCR Analysis. Total RNA from human (HL-60) and
mouse (L1210) leukemic cell lines was isolated using RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Mississauga, Ontario, Canada) and reversed-transcribed using Omniscript Reverse
Transcriptase kit (Qiagen) at 37 °C for 60 min. DNA amplifications were performed using
HotStar Plus Taq Polymerase (Qiagen) in a Whatman Biometra T gradient thermocycler
(Géttingen, Germany). For each gene, the number of cycles was selected during the
exponential phase of DNA amplification. The cDNA products were electrophoresed on
2% agarose gel and detected by ethidium bromide staining. Specific primers spanning
different exons and conditions for DNA amplification of human 18S ribosomal RNA and

p57KIP 2 and for mouse 18S ribosomal RNA and pl 5CDKNZB oere described previously.26’27
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Isolation of DNA and methylation specific-PCR analysis. HL-60 cells were exposed
for 48 h to genistein at 10 uM. After treatment, drug was removed and cells were
harvested after an additional 24 h. Genomic DNA was isolated using DNeasy Tissue Kit
(Qiagen) and 2 ug was treated with sodium bisulfite as per the manufacturer’s instructions
(EpiTect Bisulfite, Qiagen, Mississauga, Ontario) for methylation analysis. Using specific
primers and PCR conditions, the methylation status of p57 promoter region was assessed
as previously described. 2 The number of cycles used corresponded to the exponential
phase of DNA amplification. The PCR products were electrophoresed on 2% agarose gel

and detected by ethidium bromide staining.

In Vivo Experiments. Male CD2F1 mice (24-28 g) were purchased from Taconic
Biotechnology (Germantown, NY). Mice were acclimatized to housing conditions at least
2 weeks before experiments. They received food and water ad libitum. The institutional
animal committee approved the experimental protocol and animals were handled in
accordance with the institutional guidelines. For transplantation of leukemia in mice, i.p.
injections of 10* L1210 cells in RPMI-1640 medium were performed weekly into the
CD2F1 mice. Seven days later, the ascetic fluid was obtained from the mice and a cell
count of the leukemic cells was performed with a hemocytometer prior to subsequent
transplantation. Mice were separated in two groups. The control group (n = 11) received
the 2016 diet (Harlan Teklad, Madison, WI) and treated mice (n = 11) received the 2016
diet supplemented with 0.5% genistein (1) (Harlan Teklad). Treated mice were acclimated
to the genistein-enriched regimen over a 10-days period before injection of leukemic cells.
Control and treated mice were injected i.v. with 0.1 mL of L1210 (10* cells and were kept
on either control or 0.5% genistein-supplemented diet. Toxicity was evaluated by body
weight loss. The survival times of each group of mice were monitored 2 or 3 times per day

and the increase in life span was calculated.

Statistical Considerations. In order to evaluate whether the variations between groups
were random, a Student’s t test was performed. A p value of 0.05 was taken for statistical

significance.
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Legends for figures :

Figure 1. Molecular structure of genistein (1): 4°,5,7-trihydroxyisoflavone.

Figure 2.  Effect of genistein (1) on growth inhibition in (A) HL-60, (B) MOLT-3, (C)
Raji and (D) KG1A human leukemic cell lines. Cells were exposed to genistein at
indicated concentrations (1-20 uM) and cell counts were performed at 24, 48, 72 and 96 h
after exposure. Graphs represent the percentage of growth inhibition relative to control

cells. Data shown are mean values + SEM., n=3.

Figure 3.  Effect of genistein (1) on loss of clonogenicity in (A) HL-60, (B) MOLT-3,
and (C) RAJI human leukemic cell lines. Cells were treated with the indicated
concentrations of 1. At different times (24, 48, 72, and 96 h) genistein was removed and
colony formation was determined on day 17-20. Loss of clonogenicity (%) was expressed

relative to control cells. Data shown are mean values + S EM., n=3.

Figure 4. Effect of genistein (1) on gene expression. The reactivation of tumor
suppressor genes, (A) p57K“)2 in HL-60 and (B) pl5 CDKN2B i1 L1210 leukemic cells
treated with indicated concentrations of genistein were determined by RT-PCR for 48 and
24 h, respectively. (C) Methylation-specific PCR of p57%%2 promoter was performed in
HL-60 cells exposed 48 h to genistein at 10 uM. Unmethylated (U) and methylated (M)
primers amplified DNA when promoter region is demethylated or methylated,

respectively. Experiments were repeated two times. CTL, control non-treated cells.

Figure S. Effect of genistein-enriched diet on the survival time of mice with L1210
leukemia. Control mice on normal diet and mice on genistein-enriched diet were injected

i.v. with 10* 11210 leukemic cells at 0 h. Leukemic mice (n = 11) fed with control diet
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died after 175 + 2 h. Leukemic mice (n = 11) fed with 0.5% genistein-enriched diet
survived 187 + 2 h (p < 0.05). The time of death (h) was plotted on a survival chart.



Figure 1.
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Table 1.  Effect of Genistein (1) on Growth Inhibition and Loss of Clonogenicity in
L1210 Murine Leukemic Cell Line”

genistein growth inhibition (%) loss of clonogenicity (%)
uM) 12 h 24 h 48 h 12h 24 h 48 h
1 32+1.7 4.1+£01 13.2+0.1 IT+£6.1 6+05 11.9+6.0
2 62+32 114+0.1 219+1.6 14+69 13+48 89+5.7
5 15.1£2.7 285+1.4 559+06 44+49 16+38 329+73

10 23.8+0.2 428+09 792+1.6 94+08 63+81 81.1+5.1

20 542+2.0 66.7+2.2 93.1+12 100+00 97 1.3 99.7+0.3

“ Cells were treated with genistein at indicated concentrations (1-20 uM) for 12, 24, or 48
h. Cell counts and colony formation assay were expressed in percentage relative to control

cells. Data shown are mean values + S.EM., n=3.
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Chapitre 2 : Effet synergique de la combinaison de la 5-

aza-2’-désoxycytidine et de la génistéine contre la
leucémie

2.1 Traduction du résumé de 1’article :

La 5-aza-2’-désoxycytidine (5-AZA-CdR), un inhibiteur irréversible de la méthylation de
PADN est un agent efficace dans le traitement des syndromes myélodysplasiques.
L’objectif était d’étudier P’activité antileucémique de cet agent épigénétique en
combinaison avec la génistéine, une isoflavone non-toxique possédant une activité
chimiopréventive. La combinaison a produit une perte synergique de la clonogénicité des
lignées cellulaires humaines leucémiques myéloide (HL-60) et lymphoide (MOLT-3). La
génistéine a produit une activité antileucémique significative contre des cellules
résistantes a la 5-AZA-CdR, qui était augmentée quand elle était utilisée en combinaison
avec la 5-AZA-CdR. La combinaison a produit aussi une augmentation synergique du
temps de survie des souris transplantées avec des cellules leucémiques L1210. Ces
résultats suggérent que la génistéine a le potentiel d’augmenter I’efficacité clinique de la

5-AZA-CdR pour le traitement des leucémies.

2.2 Contribution de 1’étudiant :

Toutes les expériences présentées dans cet article, la rédaction du manuscrit et la

soumission a des revues scientifiques ont été réalisées par le premier auteur de I’article.
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2.3 Synergistic effect of 5-aza-2’-deoxycytidine and genistein in combination against

leukaemia :
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ABSTRACT

5-Aza-2’-deoxycytidine (5-AZA-CdR), a potent inhibitor of DNA methylation, is an
effective agent for the treatment of leukemia. The aim of this study was to investigate the
antileukemic activity of this epigenetic agent in combination with genistein, a non-toxic
isoflavone with chemopreventive activity. The combined treatment produced a synergistic
loss of clonogenicity in human myeloid (HL-60) and lymphoid (MOLT-3) leukemic cell
lines. Genistein alone showed a significant antileukemic activity against murine 5-AZA-
CdR-resistant cells, and this effect was enhanced when used in combination with 5-AZA-
CdR. The combined treatment also produced a synergistic increase in life span of mice
with L1210 leukemia. These results suggest that genistein may have the potential to
increase the clinical efficacy of 5-AZA-CdR for the treatment of leukemia.

Key words: 5-Aza-2’-deoxycytidine; Epigenetic; Leukemia; Genistein; Chemotherapy;

Drug resistance
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INTRODUCTION

Epigenetic changes, such as silencing of tumor suppressor genes (TSG) by promoter
DNA hypermethylation, play a causative role in the development of malignancies (1).
Demethylation of DNA by 5-aza-2’-deoxycytidine (5-AZA-CdR), a potent
hypomethylating agent, triggers TSG reactivation and subsequent loss of clonogenicity in
cancer cells (2). This is a very important characteristic since the broad objective of cancer
chemotherapy is irreversible eradication of the clonogenic potential of cancer stem cells
(3,4). 5-AZA-CdR is approved for the treatment of leukemia and is under investigation for
other types of cancers. However, there are two major challenges limiting the clinical use
of 5-AZA-CdR: (i) the need to increase its antineoplastic action without increasing its
hematopoietic toxicity and (ii) the problem of drug resistance. In the latter context,
leukemic cells can develop resistance to 5-AZA-CdR by becoming deficient in
deoxycytidine kinase (5), the enzyme responsible for its activation. Indeed, 5-AZA-CdR is
a nucleoside analog that requires phosphorylation by this enzyme prior being incorporated
into the DNA where it blocks DNA methylation. It is hoped that the use of combination

chemotherapy will overcome these problems.

Genistein is a non-toxic soybean isoflavone reported to have chemopreventive and
anti-cancer activity (6), as well as the ability to enhance the activity of some cytotoxic
antineoplastic drugs (7,8). Prior reports have indicated that genistein can weakly inhibit
DNA methylation and reactivate TSG (9). We previously showed that genistein could
reduce the clonogenicity and reactivate TSG in myeloid and lymphoid leukemic cell lines

(10).

The objective of this work was to investigate the antileukemic activity of a
combined treatment with 5-AZA-CdR plus genistein. We assessed the chemotherapeutic
potential of this co-treatment in leukemic cells using an in vitro clonogenic assay, and
examined its in vivo antineoplastic activity in a mouse model of L1210 leukemia. Our
results suggest that the combined treatment of 5-AZA-CdR and genistein confers

promising antineoplastic activity.
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MATERIALS AND METHODS

Cell Lines and Drug Exposure

Human myeloid (HL-60) and lymphoid (MOLT-3), and murine lymphoid (L1210)
leukemic cells were cultured as previously described (10). Murine lymphoid L1210/ARA-
C leukemic cells were cultured in the same conditions as the L1210 cells (10). The
doubling times of HL-60, MOLT-3, L1210, and L1210/ARA-C leukemic cells were about
18, 24, 10 and 12 h, respectively. L1210/ARA-C cells are deficient in deoxycytidine
kinase resulting in resistance to cytosine arabinoside (cytarabine, ARA-C) and 5-AZA-
CdR due to a reduction in the incorporation of these nucleoside analogs into DNA (11).

All cell lines were incubated at 37 °C in a 5% CO, humidified atmosphere.

A stock solution of 5-AZA-CdR (Pharmachemie, Haarlem, Netherlands) was prepared
at 1,000 pg/ml in PBS and stored in aliquots at —70 °C. [6->H]-5-AZA-CdR was obtained
from Moravek Biochemicals (La Brea, CA) and stored frozen at -20 °C until use.
Genistein (> 99%, LC Laboratories, Woburn, MA) was dissolved in DMSO (Sigma,
Oakville, Ontario) and stock solutions of 2 and 20 mM were prepared and stored frozen at

-20 °C.

In Vitro Clonogenic Assay

Human and murine leukemic cell lines, in log phase at 5 x 10* and 2 x 10* cells/ml,
respectively, were exposed to different concentrations of genistein and/or 5-AZA-CdR for
48 h at 44 nM (10 ng/ml) and 4.4 nM (1 ng/ml) for human and murine leukemic cells,
respectively. After 48 h exposure, drugs were removed by centrifugation. The capacity of
leukemic cells to form colonies in soft agar after treatment was evaluated using a
clonogenic assay with 150 human or 100 murine cells, as previously described (10). The

cloning efficiency in soft agar without drug treatment was in the range of 50-60% for all
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cell lines. Each clonogenic assay was performed in triplicate. The experiments were

repeated three times and the data were expressed as mean + S.E.M.

Chemotherapy in Leukemic Mice

Male CD2F1 mice (24-28 g) were purchased at Taconic Biotechnology, (Germantown,
NY). Mice were injected with 10* L1210 leukemic cells intravenously (i.v.) into the lateral
tail vein (10). Control mice were fed with the control diet 2016 (Harlan Teklad, Madison
WI) and genistein-treated mice were fed with the 2016 diet supplemented with 0.5%
(w/w) genistein (Harlan Teklad) (10). Twenty-four hours after injection of leukemic cells,
the mice (fed with control or genistein-enriched diet) were administered a continuous 8 h
i.v. infusion of 5-AZA-CdR at a total dose of 2 mg/kg. Toxicity was evaluated by body
weight loss. The survival times were monitored 2 or 3 times per day and the increase in

life span relative to control mice was calculated.

Cell Cycle Analysis

HL-60, L1210 and L1210/ARA-C cells (5 x 10° cells) were exposed for 24 h to 5-
AZA-CdR and/or genistein at the same concentrations used for the clonogenic assay. Cells
were centrifuged (5 min at 1500 rpm) and pellets were suspended in 3 ml of PBS. Slowly,
7 ml of 100% ethanol (at -20 °C) was added under gentle vortexing for 15 min followed
by incubation at -20 °C. After additional centrifugation, 1 ml of RNase A (Amersham; 0.5
mg/ml in PBS) was added to the cell pellets for 15 min incubation at 37 °C. Cell pellets
were resuspended in propidium iodide (50 pg/ml) for 16 h incubation at 4 °C before

FACScan analysis.
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Measurement of 5-AZA-CdR Incorporation into DNA

HL-60 and L1210 cells (3 x 10°) were suspended in 5 ml of RPMI-1640 with 10% and
5% of dialysed serum, respectively. Cells were incubated with 1 uCi of 175 nM [6-°H]-5-
AZA-CdR alone or in combination with genistein at 0.1 and 1 uM for 4 and 24 h. The
cells were then poured onto glass fiber filters (AC, 25 mm diameter; Pall Corporation,
Ann Arbor, MI) previously humidified with 0.9% NaCl. Using gentle aspiration, cells
were washed with 5 ml of 0.9% NaCl followed by 3 ml of 5% trichloroacetic acid at 4 °C
and with 3 ml of 100 % ethanol, as previously described (11,12). Filters were dried for 10
min and placed into vials with 5 ml of scintillation liquid for measurement of

radioactivity.

RT-PCR and Methylation-Specific PCR Analysis

HL-60 cells were exposed to the same treatments used for the clonogenic assay.
Extraction of total RNA, reverse-transcription, conditions for DNA amplification and
primers sequences of human 18S ribosomal RNA and p57 were described previously
(10,13). The number of cycles selected corresponded to the exponential phase of DNA
amplification. The cDNA products were subjected to electrophoresis on 2% agarose gels

and detected by ethidium bromide staining.

HL-60 cells were exposed for 48 h to 5-AZA-CdR (44 nM) and/or genistein (10 pM)
and harvested after an additional 24 h without drug treatment. Genomic DNA was isolated
using a DNeasy Tissue Kit (Qiagen) and 2 pg was treated with sodium bisulfite (EpiTect
Bisulfite, Qiagen, Mississauga, Ontario). The Methylation Specific-PCR (MSP) assay that
distinguishes methylated from unmethylated DNA (14) was used to assess the methylation
status of the p57 promoter, as previously described (13). The number of cycles used
corresponded to the exponential phase of DNA amplification. The PCR products were

subjected to electrophoresis on 2% agarose gels and detected by ethidium bromide

staining.
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Statistical Analysis

Differences between groups were assessed using a one-way ANOVA. The p value was
evaluated by the Tukey-Kramer Multiple Comparison Test. A p value of 0.05 was taken
for statistical significance. Data on the loss of clonogenicity and in vivo experiments were

evaluated using the approach of Valeriote and Lin (15) for the analysis of drug

interactions.

RESULTS

Effects of 5-AZA-CdR and/or Genistein on the In Vitro Clonogenicity of Leukemic Cells

In human myeloid HL-60 cells (Fig. 1A), 5-AZA-CdR at 44 nM for 48 h produced a
17% loss of clonogenicity. Genistein at 0.1, 1, and 10 pM, produced 1, 15, and 40% loss
of clonogenicity, respectively. In human lymphoid MOLT-3 cells (Fig. 1B), 5-AZA-CdR
at 44 nM for 48 h produced a 28% loss of clonogenicity. Genistein at 0.1, 1, and 10 pM
produced 1, 16, and 66% loss of clonogenicity, respectively. For both human leukemic
cell lines (Fig. 1A and 1B), the combined treatment of 5-AZA-CdR with 0.1 and 1 pM
genistein showed a significant synergistic loss of clonogenicity as compared to each agent
alone as defined by Valeriote and Lin (15). In murine L1210 lymphoid cells (Fig. 1C), 5-
AZA-CdR at 4.4 nM for 48 h produced a 28% loss of clonogenicity. Genistein at 0.1, 1,
and 10 uM produced 2, 13, and 69% loss of clonogenicity, respectively. The co-treatment
of 5-AZA-CdR with 0.1 and 1 pM genistein produced significant synergistic loss of
clonogenicity as compared to each agent alone. For all three cell lines, the combined
treatment of 5-AZA-CdR and genistein at 10 pM produced only a sub-additive interaction.
Due to a high loss of clonogenicity produced by 10 pM genistein alone, its interaction
with 5-AZA-CdR was difficult to evaluate. In L1210/ARA-C resistant cells to 5-AZA-
CdR, genistein at 0.1, 1, and 10 UM produced 2, 12, and 83% loss of clonogenicity,
respectively. 5-AZA-CdR at 4.4 nM for 48 h did not produce a significant loss of
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clonogenicity. However, the drug combination showed a statistically significant greater

loss of clonogenicity than either agent alone (Fig. 2).

Effect of 5-AZA-CdR Combined With a Genistein Enriched-Diet on L1210 Leukemic Mice

The effects of the agents alone and the drug co-treatment are shown on Kaplan-Meier
survival curves (Fig. 3). Control leukemic mice on a normal diet had a mean survival time
of 7.6 + 0.4 days. Leukemic mice fed with the genistein-enriched diet had a small increase
in life span of 8% (p < 0.05), relative to mice fed the control diet. Symptoms of advanced
leukemic disease appeared earlier in all control mice as compared to genistein-treated
mice. 5-AZA-CdR as an 8 h i.v. infusion produced a significant increase in life span of
73% as compared to control mice. Leukemic mice treated with the drug combination had
an increase in life span of 94% (p < 0.01) indicating a synergistic interaction as compared

to mice treated with each agent alone, as defined by the method of Valeriote and Lin (15).

Cell Cycle Effects of 5-AZA-CdR and/or Genistein in Leukemic Cells

Cell cycle analysis revealed that genistein and 5-AZA-CdR at the concentrations
showing a strong synergistic interaction in the clonogenic assays did not produce
significant changes in cell cycle parameters (data not shown). At 10 pM, genistein
increased by 10 to 20% the proportion of cells in the G2/M phase which did not change by
the addition of 5-AZA-CdR (data not shown).

Effect of Genistein on 5-AZA-CdR Incorporation into DNA of Leukemic Cells

5-AZA-CdR incorporation into DNA of L1210 cells produced a level of 1,200 + 65
cpm at 4 h and 4,540 + 960 cpm at 24 h (Fig. 4A). In HL-60 cells, the levels were 4,700 £
680 cpm at 4 h and 7,310 + 980 cpm at 24 h (Fig. 4B). Co-incubation with genistein (0.1
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and 1 uM) did not produce a significant change in 5-AZA-CdR incorporation into DNA
for both cell lines at 4 and 24 h.

Effect of 5-AZA-CdR and/or Genistein on the Expression and Promoter Methylation of
P37 TSG in HL-60 Leukemic Cells

5-AZA-CdR alone at 44 nM did not produce a significant re-expression of p37 in HL-
60 cells, whereas genistein alone at 0.1 to 10 MM produced a weak, but detectable
reactivation (Fig. 5A). The combined treatment of 5-AZA-CdR and 10 uM genistein
produced a marked enhancement of the expression of p57, whereas at the lower
concentrations of genistein, the combination showed only a small enhancement. MSP
analysis of p57 (Fig. 5B) was performed with the co-treatment that produced the greater
enhancement of gene expression (5-AZA-CdR with genistein at 10 uM). Untreated cells
showed only a band for the methylated promoter form of p57 that correlates with its lack
of expression. After treatment of leukemic cells with 5-AZA-CdR, the MSP assay showed
bands for both the unmethylated and methylated forms indicating that this analog induced
partial demethylation of the p57 promoter. Genistein (10 uM) produced a slight inhibition
of DNA methylation of the p57 promoter as shown by a weak unmethylated band. Cells
exposed to the co-treatment showed no changes in the intensity of the unmethylated band
when compared to the genistein alone, whereas the intensity of the methylated band

decreased compared to the band for genistein alone.

DISCUSSION

Combination chemotherapy has the potential to increase the antineoplastic action of 5-
AZA-CdR and help to oxllercome the problem of drug resistance (2). The objective of this
report was to investigate whether the antileukemic action of 5-AZA-CdR could be
enhanced by genistein, a non-toxic natural agent. Since recent reports have stated that

chemotherapy should seek to target the clonogenic potential of cancer stem cells [3,4], we
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evaluated the antineoplastic activity of our combined treatment using a clonogenic assay.
Our findings indicate that the combined treatment with 5-AZA-CdR and genistein
produced a synergistic loss of clonogenicity on both human myeloid and lymphoid
leukemic cells. Our results also revealed that genistein alone significantly reduced the
clonogenic potential of murine 5-AZA-CdR-resistant cells. This effect appeared to be
enhanced by co-treatment with 5-AZA-CdR. The action of genistein on sensitive and
resistant leukemic cells, plus its enhancement of the antileukemic action of 5-AZA-CdR,
makes this isoflavone a very interesting agent for future investigation in patients with

leukemia.

We next tested this combined treatment in the L1210 leukemic mouse model,
which is appropriate for the evaluation of cytosine nucleoside analogs, as shown by
reports indicating concordance between ARA-C studies in this model and clinical
response to high dose ARA-C for the treatment of acute myeloid leukemia (16,17).
Combined treatment with 5-AZA-CdR (by continuous i.v. infusion) and genistein (given
orally) synergistically increased survival compared to mice treated with 5-AZA-CdR
alone. Genistein alone induced a moderate, but significant, enhancement of survival likely

due to the very rapid inactivation of genistein (t1/2 < 15 min) in mice (18).

The mechanism underlying the synergistic interaction observed for the first time in the
present study remains to be elucidated. However, this may prove difficult (7) due to the
pleiotropic action of genistein, which is a broad tyrosine kinase inhibitor (19) capable of
simultaneously affecting various signaling pathways in cancer cells. Previous cell cycle
analyses revealed that genistein treatment induced a weak G2/M block (19), while 5-AZA-
CdR treatment induced no cell cycle changes (20). In the present study, we found that co-
treatment with the two agents under the conditions used did not induce a significant
change in the cell cycle progression of the leukemic cells. Examination of 5-AZA-CdR
incorporation into DNA showed that genistein did not increase the incorporation of 5-
AZA-CdR into the DNA of leukemic cells, suggesting that the synergistic interaction
between these agents was not related to activation of the nucleoside analog. Our finding
that the incorporation of 5-AZA-CdR remained unchanged seems to indicate that the

combined treatment may not increase the hematopoietic toxicity of 5-AZA-CdR.
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The synergistic loss of clonogenicity observed in response to treatment with 5-AZA-
CdR and genistein at 0.1 and 1 pM was not associated with reactivation of the TSG p57.
Co-treatment with a higher concentration of genistein (10 pM) markedly enhanced p57
expression, but did not produce detectable demethylation of the gene promoter. These
results are consistent with previous findings that co-treatment with 5-AZA-CdR plus
genistein reactivated TSG in squamous carcinoma cells (9). Although the mechanism
responsible for the synergy remains to be clarified, these findings suggest that the co-
treatment may be clinically useful for eradicating the clonogenic potential of leukemic

stem cells.

From a chemotherapeutic perspective, the drug levels tested in the present study were
relevant to those obtainable in humans. The concentration of 5-AZA-CdR used in our
experiments (44 nM) is in the range of the plasma level observed in patients treated with
low doses of this epigenetic drug (21). Pharmacokinetic studies in humans showed that a
high oral dose of genistein can yield plasma levels of 1 to 20 pM of this isoflavone (19,22-
25). Thus, the concentrations of genistein and 5-AZA-CdR found to produce a synergistic

response are realistic within the clinical setting.

In conclusion, our preclinical results suggest that 5-AZA-CdR plus genistein has
chemotherapeutic potential against leukemia. This combination shows synergistic activity
against both human myeloid and lymphoid leukemic cells, as well as 5-AZA-CdR-
resistant cells. The synergistic action of 5-AZA-CdR and genistein co-treatment could
offer clinical benefits by reducing the progression of leukemia and decreasing the number
of resistant clones, which may be responsible for relapse in patients treated with this
nucleoside analog (5). Since genistein is a non-toxic agent, it may have the potential to be
used in combination with low doses of 5-AZA-CdR in patients with poor health status,
who may not be candidates for cytotoxic chemotherapy. The feasibility of future clinical
studies on genistein is illustrated by its current use in a phase II study in combination with

gemcitabine in women with breast cancer (26).
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Legends to figures

Figure 1. Effect of 5-AZA-CdR and/or genistein on the loss of clonogenicity in leukemic
cell lines. (A) Human myeloid HL-60 and (B) human lymphoid MOLT-3 leukemic cell
lines were exposed for 48 h to 5-AZA-CdR at 44 nM alone or in combination with
different concentrations of genistein (0.1, 1, and 10 uM). (C) Murine lymphoid L1210
leukemic cells were exposed for 48 h to 5-AZA-CdR at 4.4 nM alone or in combination
with different concentrations of genistein (0.1, 1, and 10 uM). Loss of clonogenicity was
determined by a colony assay. The results are expressed as the means + SEM compared to
non-treated cells (n = 3). Statistical significance (p <0.05), between combination of agents

compared to single agent, is indicated by a star (*) at the top of the bars.

Figure 2. Effect of 5-AZA-CdR and/or genistein on the clonogenic potential of murine
L1210/ARA-C leukemic cells resistant to 5-AZA-CdR. The L1210/ARA-C cells are
resistant to 5-AZA-CdR due to a deficiency in deoxycytidine kinase. Cells were exposed
48 h to 5-AZA-CdR (4.4 nM) alone or in combination with different concentrations of
genistein (0.1, 1, and 10 uM). Loss of clonogenicity was determined by a colony assay.
The results are expressed as mean + SEM compared to non-treated cells (n = 3). Statistical
significance (p <0.05), between combination of agents compared to single agent, is

indicated by a star (*) at the top of the bars.

Figure 3. Effect of an 8 h i.v. infusion of 5-AZA-CdR (2 mg/kg total dose) and/or a 0.5%
genistein-enriched diet on the survival time of CD2F1 mice bearing L1210 leukemia. The
survival time (h) of control (n = 11), genistein (n = 11), 5-AZA-CdR (n = 10) and
genistein plus 5-AZA-CdR-treated mice (n = 13), is shown on a Kaplan-Meier survival

curve. The mice received an i.v. injection of leukemia cells on day 0.

Figure 4. Effect of different concentrations of genistein on the incorporation of 5-AZA-

CdR into DNA of leukemic cells. Radiolabeled 5-AZA-CdR incorporation was measured
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in (A) L1210 murine and (B) HL-60 human leukemic cell lines. Cell suspensions were
exposed 4 h and 24 h to radiolabeled 5-AZA-CdR at 175 nM alone (CTL; black column)
and in presence of indicated concentrations of genistein (GEN). The experiments were

done in triplicate and repeated three times.

Figure 5. Analysis of p57 tumor suppressor gene expression and promoter methylation in
HL-60 leukemic cells treated with 5-AZA-CdR and/or genistein. (A) RT-PCR analysis of
p57 expression was performed in HL-60 leukemic cells exposed 48 h to 5-AZA-CdR at 44
nM in absence or in presence of genistein at 0.1, 1, and 10 uM. (B) MSP was performed
on p57 promoter of HL-60 leukemic cells exposed 48 h to 5-AZA-CdR at 44 nM in
absence or in presence of genistein at 10 uM. Experiments were repeated twice with

similar results.
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Chapitre 3 : Augmentation de I’effet antitumoral de la

5-aza-2’-désoxycytidine par la génistéine sur des lignées
humaines de cancer du poumon

3.1 Traduction du résumé de ’article :

Le cancer du poumon est le cancer qui est responsable du plus grand nombre de mort par
cancer. Les mécanismes épigénétiques sont profondément modifiés dans les cancers du
poumon. L’hyperméthylation de I’ADN est la cause de I’inactivation de nombreux geénes
suppresseurs de tumeurs. Ces changements épigénétiques sont des cibles intéressantes
pour la chimiothérapie utilisant la 5-aza-2’-désoxycytidine (5-AZA-CdR), un inhibiteur
puissant de la méthylation de I’ADN qui est utilisé pour le traitement des hémopathies
malignes. Nos travaux ont montré que ’activité antinéoplasique de la 5-AZA-CdR est
augmentée de fagon synergique par la génistéine dans des modéles de leucémie. Notre
hypothése est que la combinaison de la 5-AZA-CdR et de la génistéine devrait aussi étre
efficace contre d’autres types de cellules cancéreuses. Le but de cette recherche est de
tester Defficacité de cette combinaison sur les lignées humaines d’adénocarcinome
pulmonaire Calu-6 et H2087 ; puis sur la lignée de cancer du poumon H69AR qui est
résistante aux agents chimiothérapeutiques. L’effet anticancéreux de la 5-AZA-CdR et de
la génistéine a été évalué en mesurant la perte de clonogeénicité, les modifications
histologiques et I’inhibition de la croissance cellulaire par un test de MTT. Les résultats
suggérent que ’effet anticancéreux de la 5-AZA-CdR est augmenté de fagon synergique
par la génistéine produisant une perte de clonogénicité, des changements morphologiques
et une réduction de nombre de cellules vivantes. Les résultats ont démontré que la
combinaison de la 5-AZA-CdR avec la génistéine augmente la perte de clonogénicité pour
les H2087 et de fagon synergique pour les cellules Calu-6. Des analyses
histopathologiques ont moniré que la combinaison induit des changements
morphologiques (cellules nécrotiques et de cellules géantes) pour les cellules Calu-6. De

plus, cette combinaison produit un effet additif sur ’inhibition de la croissance de cellules
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du cancer du poumon résistantes aux agents chimiothérapeutiques conventionnels. En
conclusion, ces travaux suggerent que la combinaison de la 5-AZA-CdR et de la
genistéine présente un intérét dans la chimiothérapie pour le traitement du cancer du

poumon.

3.2 Contribution de I’étudiant :

Le premier auteur a réalisé toutes les expériences portant sur I’effet des médicaments sur
la perte de la clonogénicité, les statistiques, la préparation des lames pour la microscopie,
Ianalyse des résultats et la rédaction du manuscrit. La coloration des lames et ’analyse
des résultats de la microscopie (tableau 1) ont été réalisées par un pathologiste de I’hépital
Ste-Justine, le Dr Hervé Sartelet. Les expériences sur la lignée cancéreuse H69AR ont été

réalisées par Guylaine Lassonde, technicienne du Dr Michel Charbonneau.
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Noél. J-M. Raynal®, Hervé Sartelet’, Guylaine Lassonde’, Michel Charbonneau®, and
Richard L. Momparler®".

aINRS-Institut Armand-Frappier, Université du Québec, 531 boul. des Prairies, Laval,
Quebec, H7V 1B7, Canada.

bDépartement de Pathologie, 3175 Cote Ste. Catherine Road, Montreal, Quebec, H3T
1CS, Canada.

“Service of Hematology/Oncology, Centre de recherche, Ste-Justine Hospital, Dép de
pharmacologie, Université de Montréal, 3175 Cote Ste. Catherine Road, Montreal,

Quebec, H3T 1C5, Canada.

* Corresponding author at: Service of Hematology/Oncology, Centre de recherche, Ste-
Justine Hospital, Université de Montréal, 3175 Cote Ste. Catherine Road, Montreal,
Quebec, H3T 1C5, Canada. Tel.:+5143424931 ext 6140; fax +5143454801.

E-mail address: richard.l. momparler@umontreal.ca (R. L. Momparler).
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Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer death. Epigenetic mechanisms are highly
modified in lung cancer where DNA hypermethylation is responsible for the inactivation
of many tumor suppressor genes. These epigenetic changes provide an interesting target
for chemotherapeutic intervention using 5-aza-2’-deoxycytidine (5-AZA-CdR), a potent
inhibitor of DNA methylation that is currently used for the treatment of haematological
malignancies. Our previous work has shown that the antineoplastic action of 5-AZA-CdR
is synergistically increased by genistein in leukemic models. Qur working hypothesis is
that the combination of 5-AZA-CdR and genistein should also be efficient against other
cancer cell lines. The aim of this research is to test the effect of this combination on
human lung adenocarcinoma cell lines Calu-6 and H2087 and on a lung cancer cell line
H69AR resistant to different chemotherapeutic agents. The anti-cancer effect of 5-AZA-
CdR and genistein were evaluated by measuring the loss of clonogenicity, histological
modifications ant the number of viable cells by a MTT assay. These results have
demonstrated that the combination of 5-AZA-CdR with genistein produced a greater and
synergistic loss of clonogenicity against H2087 and Calu-6 cells, respectively.
Histological analysis has shown that the combination induced morphological changes
(necrotic and giant cells) in Calu-6 cells at higher incidence than single agent. Moreover,
this combination also induced additive cell growth inhibition on H69AR, a lung cancer
showing multi-drug resistance to conventional chemotherapeutic drugs. In conclusion, this
work suggests that the combination of the 5-AZA-CdR and genistein present an interest in

the chemotherapy for the treatment of lung cancer.



106

1. Introduction

Lung cancer is the major cause of death by cancer and smoking is responsible for 80-90%
of cases. The disease is classified into small cell (SCLC) and non-small cell (NSCLC)
lung cancer which the latter account for 80% (Patel ef al., 2007). The disease is largely
diagnosed at an advanced stage (IIIB or IV) without effective therapeutic treatment and
only 10 % of the patients can expect long-term survival (Digel and Lubbert, 2005). The
therapy of lung cancer includes surgery, chemotherapy and radiotherapy which depend on
stage and performance status of the patient (Patel et al., 2007). The chemotherapy of lung
cancer has reached a therapeutic plateau since new agents have not been successful to
prolong survival (Schiller ef al., 2002). There is an urgent need to increase the efficacy of

lung cancer treatment by selecting new chemotherapeutic options.

Targeting the epigenetic aberrations may represent a very interesting approach in the
chemotherapy of lung cancer. The epigenetic term is defined as heritable and reversible
changes in gene expression that are not related by a change in DNA sequence. The
epigenetic mechanisms include noncoding RNAs, covalent histone modifications,
nucleosomal positioning, and DNA methylation. Epigenetic aberrations in cancer, like
DNA hypermethylation in the promoter region, can lead to the inactivation of many tumor
suppressor genes (TSG) (Jones and Baylin, 2007). In lung cancer, more than 30 genes are
silencing by DNA hypermethylation for example pl5, p/ 6™K4a  MGMT, E-cadherin, and
RARS (Belinsky, 2005). The fact that DNA hypermethylation is pharmacologically
reversible has stimulated the interest in DNA methylation inhibitors like 5-aza-2’-
deoxycytidine (5-AZA-CdR). This nucleoside analog is an anticancer agent inducing an
irreversible inhibition of the DNMT1 (DNA methyltransferase 1) which causes TSG
reactivation and subsequent loss of clonogenicity in cancer cells (Momparler, 2005). 5-
AZA-CdR was approved by the FDA for the treatment of the myelodysplastic syndromes

and is under evaluation for other types of cancers.

For the chemotherapy of lung cancer, different clinical trials have investigated the effect
of 5-AZA-CdR. In a phase I/II trial, lung cancer patients (stage IV NSCLC) were treated
with an 8 hours (h) i.v. infusion of 5-AZA-CdR at 200-660 mg/m? per course for one or
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more cycles. Out of nine patients, two patients survived 15.3 and 16 months and one
patient that received the most intense therapy (first cycle : 660 mg/m’, i.e. 82.5 mg/m?%h
for 8 h, and 4 cycles at 495 mg/m?, i.e. 61.8 mg/m?*h for 8 h) survived 6.75 years. The
side effect was a delayed, but reversible hematopoietic toxicity (Momparler et al., 1997;
Momparler and Ayoub, 2001). This study suggests that 5-AZA-CdR may have some
clinical activity against lung cancer using this type of dose-schedule. A more effective
approach for modulating epigenetic aberrations in cancer would be to combine 5-AZA-
CdR with other epigenetic drugs to produce a synergistic reexpression of TSG as shown

by Cameron and colleagues with a histone deacetylase inhibitor (Cameron et al., 1999).

Recently, we reported that genistein, one of the major isoflavone in soy, could increase the
antineoplastic effect of 5-AZA-CdR in vitro and in vivo in leukemic models (Raynal et al.,
2008a). Genistein is a non-toxic substance known to have chemopreventive and
chemotherapeutic potential by targeting weakly multiple cancer related pathways
including the epigenetic machinery (Fang et al., 2005; Banerjee et al., 2008; Kikuno et al.,
2008). In human, an enriched diet of genistein can result in plasma levels of this
isoflavones in the range of 1 to 5 pM (Klein and King, 2007). Genistein was shown to act
on epigenetic mechanisms at dietary relevant concentrations (Fang et al., 2005).
Interestingly, our data showed that genistein, at these concentrations alone has the ability
to inhibit the clonogenic potential of leukemic cells (Raynal et al,, 2008b). The
combination of 5-AZA-CdR and genistein produced a synergistic loss of clonogenicity in
leukemic cells and increases the survival of leukemic mice. The combination of this
nucleoside analog and genistein is not expected to increase the toxicity of the 5-AZA-

CdR, which is of major importance for a clinical application (Raynal et al., 2008a).

Here, we hypothesize that the combination of 5-AZA-CdR and genistein would be
effective, not only for leukemic cells, but also for other types of cancer cells. The
objective of this work was to investigate the effect of the combination of 5-AZA-CdR and
genistein on the survival and the morphology of lung cancer cell lines. Moreover, the
combination was tested in a multidrug-resistant lung cancer cell line to evaluate its
potential in the case of treating patients showing drug resistance after conventional

chemotherapy.
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2. Materials and methods

2.1. Cell culture

Human lung cancer cells Calu-6 and H2087 were obtained from ATCC (Manassas,
Virginia, USA) and cultured as monolayer respectively in RPMI-1640 and DMEM
(Canadian Life Technologies) supplemented with 10 % heat-inactivated foetal bovine
serum (Wisent, St-Bruno, Qc, Canada). Doubling times of Calu-6 and H2087 cells were
respectively 24 and 35 h. Cell passages were performed weekly using 0.25 % trypsin-
EDTA (Invitrogen, Grand Island, N.Y.) at 5000 cell/ml. H69AR, a human small cell lung
cancer cell line that is multidrug resistant (Mirski et al., 1987) was obtained from ATCC.
H69AR cell line was cultured in RPMI-1640 supplemented with HEPES at 2.38 g/l (pH
7.4), sodium pyruvate (0.11 g/l), L-glutamine (0.3 g/I) and 5% foetal bovine serum. In
order to maintain the stability of the drug resistance, cell culture was performed in
presence of 0.8 uM doxorubicin from a stock solution of 0.8 mM in 100 % ethanol stored
at -20°C. Cells were grown in suspension in 500 ml glass bottles. For cell passages, cells
in suspension were aspirated and centrifuged at 800 RPM for 10 min. The culture medium
was removed and the cell pellet was resuspended in fresh medium. The cells were
syringed using a 20G needle to break up the clumps sufficiently to count. The cell count
was performed with trypan blue and cells were seeded at 100 000 cell/ml. As H69AR cells
tend to adhere, the bottles were changed every 2 weeks to avoid the selection of adherent
clones. The doubling time of the H69AR cells was 58 h. All cell lines were incubated at
37°C in 5 % CO, atmosphere.

5-aza-2’-deoxycytidine (5-AZA-CdR, 228,2 g/mol) was obtained from Pharmachemie
(Haarlem, Netherlands) and was prepared in sterile PBS at 1,000 pg/ml and stored at -70
°C. Genistein (99 %, LC Laboratories, Woburn, MA) was dissolved in DMSO (Sigma,
Oakville, Ontario), stock solutions of 0.2 and 2 mM were prepared and stored at -20 °C

until use.
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2.2. In vitro clonogenic assay

The loss of clonogenicity induced by 5-AZA-CdR alone or in combination with genistein
was assessed in Calu-6 and H2087 cell lines. 100 and 150 cells of Calu-6 and H2087 were
respectively placed in each well of a 6 well 35 mm dish (Corning, NY). The next day,
drugs were added to the cell culture medium. For the Calu-6 cells, SAZA-CdR (10 and 50
nM) and/or genistein (0.1 and 1 pM) were added simultaneously during 48 h. For the
H2087 cells, 5AZA-CdR (220 nM) and/or genistein (5 pM) were added simultaneously
during 24 h. After treatment, the cell culture medium was removed and replaced by drug-
free medium for an additional incubation of 15 days to allow the formation of the
colonies. Once the colonies were visible, the culture medium was removed and the
colonies (>500 cells) were stained with 0.5% methylene blue in 50% methanol and

counted manually.

The percentage of loss of clonogenicity was assessed by dividing the mean colony number
on the drug treated samples by the mean colony number on the untreated samples and
multiplying the quotient by 100. This number was subtracted from 100 to determine the
percent of loss of clonogenicity. The experiments were performed in triplicate sets and
repeated three times for the Calu-6 cells. The experiments with the H2087 cells were

performed one time in triplicate sets.

2.2. Histopathological analysis

The histopathological analysis was performed on Calu-6 cell lines grown in glass chamber
slides (Nalge Nunc Lab-Teck II Chamber Slide, Canadian Life Technologies). Each
chamber was plated with 200 cells in 0.8 ml medium and incubated at 37 °C in 5 % CO,
atmosphere. The next day, drugs (5-AZA-CdR at 50 nM and/or genistein 1 pM) were
added to the medium for a 48 h exposure. Then, the medium was replaced by a drug-free
medium for an additional 24 h. After treatment, medium was removed and the cells were

fixed in a 3.7 X formaldehyde solution (incubation of 20 min at room temperature) and
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stained with haematoxylin and eosin. The pathological analysis was established by

counting in a total of 100 cells the number of normal, necrotic, giant and mitotic cells.

2.3. Cell growth inhibition by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium

bromide assay

H69AR cells were seeded at a density of 100,000 cells per well in 48-well microplates and
treated immediately with 10 uM genistein with different concentrations of 5-AZA-CdR
(0.1 and 0.5 uM) in a total volume of 600 pl. In the samples treated with 5-AZA-CdR,
fresh drug was added after 24, 48 and 72 incubation because of its instability at 37°C. On
completion of 90 hours of incubation, 200 pl were removed in each well. 100 pl of 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) solution (at 5 mg/ml
in a 1 :1 solution of medium and PBS) was added in each well, and incubated for 4 hours.
Upon termination, the MTT formazan formed by metabolically active cells was dissolved
by adding 500 pl of isopropanol-HCI 0.1N to each well. Absorbance was measured at 560
nm using a plate reader (690 nm reference wavelength) (Synergy HT, Bio-Tek instrument
inc., VT).

2.4. Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM as the percentage of controls or absolute values as
indicated in the legends. The statistical significance between experimental groups was
determined by a One Way ANOVA followed by Tukey’s Multiple Comparison test as
implemented by GraphPad Software (San Diego, CA). A P value less than 0.05 was

considered statistically significant.
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3. Results

3.1. Effects of 5-AZA-CdR and/or genistein on the in vitro clonogenicity of lung cancer

cells

The anticancer action of the 5-AZA-CdR and/or the genistein was evaluated using a
clonogenic assay on lung cancer Calu-6 and H2087 cell lines (Fig. 1a-b and in Table 1). In
human lung adenocarcinoma Calu-6 cells (Fig. 1a), a 48 h exposure of 5-AZA-CdR at 10
and 50 nM produced a 24 + 5 and 35 + 8 % loss of clonogenicity, respectively. Genistein
after a 48 h treatment at 0.1 and 1 pM produced a 2 + 10 and 1 = 6 % loss of
clonogenicity, respectively. The combined treatment of 5-AZA-CdR at 10 nM with 0.1
and 1 pM genistein produced a 28 + 8 and 25 + 8 % loss of clonogenicity, respectively.
The combined treatment of 5-AZA-CdR at 50 nM with 0.1 and 1 pM genistein produced a
69 + 7 and 66 + 9 % loss of clonogenicity, respectively. The combination of 5-AZA-CdR
at 50 nM with 0.1 and 1 uM genistein showed a significant synergistic (P < 0.05) loss of
clonogenicity as compared to each agent alone as characterized by the method of Valeriote
and Lin (Valeriote and Lin, 1975). This method is designed for the evaluation of the
anticancer drug interaction at the cellular level where the endpoint is the cell survival. F ig.
1b shows four representative wells in which Calu-6 colonies are stained in blue. The
difference in the number of colonies between the control group and the group treated with
0.1 pM genistein was not significant. Interestingly, the number and the size of the colonies
in the 5-AZA-CdR treated groups, decreased compared to the control group. The number
of colonies between the group of the 5-AZA-CdR and the combination is significantly
reduced. In the experiment on H2087 cells (Table 1), 5-AZA-CdR at 220 nM for 24 h
produced a 60 + 4 % loss of clonogenicity. Genistein at 5 uM produced a 3 + 9 % loss of
clonogenicity. The combination produced a greater loss of clonogenicity than each agent
alone (69 £ 3 %).
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3.2. The histopathological modifications induced by 5-AZA-CdR, genistein and their

combination in Calu-6 cells

Human lung adenocarcinoma Calu-6 cells grown on glass chamber slides were treated for
48 h with 1 uM genistein, 50 nM 5-AZA-CdR and the combination of these agents. Then,
the cells were fixed and stained with haematoxylin and eosin for histopathological
analysis (Fig. 1c). The cellular modifications were characterized by counting in a total of
100 cells the number of normal, necrotic, giant and mitotic cells (Table 2). In the control
group, 85 out of 100 cells were normal cells and 15 necrotic cells were counted. The
group treated with 1 uM genistein showed 58 normal cells, 31 necrotic cells, 6 giant cells
and 5 mitotic cells. The group treated with 5-AZA-CdR at 50 nM showed 52 normal cells,
28 necrotic cells, and 20 giant cells. The group treated with the combination of these
agents showed 28 normal cells, 29 necrotic cells, 42 giant cells and 1 mitotic cell. The
drug combination resulted in an increase in the histopathological changes as compared to

cells treated with a single agent.

3.3 Cell growth inhibition by the MTT assay on the H69AR lung cancer resistant cell line

A MTT assay was performed on the lung cancer resistant H69AR cells to assess the effect
of the treatment of 5-AZA-CdR with or without genistein (Fig. 2). The absorbance level
measured in the control cells was 0.601 + 0.006. A positive control for drug resistance
with H69AR cells treated with doxorubicin (0.8 pM) showed no effect on growth
inhibition with an absorbance of 0.59 + 0.006. Cells treated with 0.1 uM 5-AZA-CdR did
not show a significant cell growth inhibition compared to controls (data not shown). The
treatment with 10 pM genistein and 0.5 pM 5-AZA-CdR inhibited the cell growth
significantly (P < 0.05) compared to control with an absorbance of 0.541 = 0.013 and
0.536 + 0.011, respectively. The groups treated with the combination of genistein (10 pM)
and 5-AZA-CdR at 0.1 uM or 0.5 pM showed an absorbance 0.507 + 0.009 and 0.471 £
0.004, respectively. The cell growth inhibition in these combination groups was
significantly different than the control. Only the group treated with genistein (10 pM) and
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5-AZA-CdR at 0.5 pM showed an additive significant cell growth inhibition (P < 0.05)

compared to the inhibition obtained with the single agents.

4. Discussion

Targeting the epigenetic aberrations is a promising perspective for the chemotherapy of
lung cancer. The use of 5-AZA-CdR against lung cancer has some clinical potential
(Momparler et al., 1997; Momparler and Ayoub, 2001). The epigenetic therapy of cancer
has to be part of a combinational approach with other antineoplastic agents to increase the
efficacy of the treatment. Preclinical data showed that 5-AZA-CdR in combination with
taxotere, an inhibitor of microtubule polymerization resulting in G2/M block, produced an
interesting anticancer effect against lung cancer cells (Hurtubise and Momparler, 2004).
We showed recently that genistein in combination with 5-AZA-CdR produced a
synergistic antileukemic effect in vitro and in vivo (Raynal et al., 2008a). In this study, our
results revealed that the combination of 5-AZA-CdR and genistein produced an

additive/synergistic response against lung cancer cell lines.

The effect of the drug combination was assessed by using the clonogenic assay (Puck and
Marcus, 1955) which is based on the evaluation of the ability of a single cell to grow into
a colony long time after the treatment (typically 10-20 days for mammalian cells). The
death of cancer cells following the damage of the chemotherapy might occur throught
different time-lapse and manners, i.e.: apoptosis, necrosis, mitotic catastrophy,
senescence, and autophagy. The clonogenic assay permits to correctly assess the fraction
of cells dying or actually the converse of cells surviving after treatment. Because of its
duration, it integrates all forms of cell death as well as the ability to proliferate. Therefore,
the clonogenic assay overcomes some of the limitations of short-term in vitro assays and
examines cellular response with longer-term kinetics that is more reflective of therapeutic
response (Brown and Attardi, 2005). Our results have shown that genistein alone did not
produce significant loss of clonogenicity at the dose tested (0.1 and 1 uM). The absence of

reduction in the clonogenic potential was also observed by others in KYSE 510 cells
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(genistein < 10 pM) whereas genistein at low doses produced epigenetic gene reactivation
(Fang et al., 2005). 5-AZA-CdR alone produced a marked loss of clonogenicity. The
combination of genistein and 5-AZA-CdR produced a synergistic loss of clonogenicity in
Calu-6 cell line. Preliminary data obtained on the H2087 cell line showed that the
genistein enhanced the antineoplastic action of 5-AZA-CdR by increasing the percentage

of loss of clonogenicity.

5-AZA-CdR is known to induce differentiation and morphological changes in neoplastic
cells (Jones and Taylor, 1980; C6té and Momparler, 1995). Hence, it was of interest to
investigate this aspect in lung cancer cells exposed to 5-AZA-CdR in combination with
genistein. The analysis of the histopathological modifications observed 72 h after the
beginning of the treatment revealed that the cellular morphology was disrupted by the
action of these agents. Genistein and 5-AZA-CdR alone produced an increase in abnormal
cellular features like giant and necrotic cells. The drug combination enhanced the number
of abnormal cells and correlated with the enhanced loss of clonogenicity. Interestingly, it
was shown that the inactivation of the DNMT1 produced cellular morphological changes
leading eventually to cell death of human colorectal carcinoma cells (Chen er al., 2007).
The process of DNMTI inactivation may be responsible for the enhancement of
morphological changes observed in our experiments. Indeed, 5-AZA-CdR is an
irreversible inhibitor of this enzyme (Momparler, 2005) whereas genistein is a weak
inhibitor (ICso ~ 67 uM) of the DNMT1 (Fang ef al., 2005). The combined inhibition of 5-
AZA-CdR and genistein on the DNMTI1 may be a possible mechanism of action to
explain the enhancement of the morphological changes and the synergistic loss of

clonogenicity. Further experiments need to confirm this hypothesis.

This drug combination was tested on the H69AR multi-drug resistance cell line. This cell
line was generated by culturing the H69 cells (SCLC cells) with increasing doses of
doxorubicin (Adriamycin®) up to 0.8 pM. H69AR cells do not overexpress P-
glycoprotein, but express an ATP-binding superfamily of transport proteins, designated as
multidrug resistance-associated protein (MRP) (Cole et al., 1992; Slovak et al., 1993).
This MRP produces cross-resistant to antracycline analogues (daunomycin, epirubicin...),
etoposide, colchicine and the Vinca alkaloids (vincristine and vinblastine) (Mirski et al.,

1987). The effect of 5-AZA-CdR and/or genistein was assessed by classical growth
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inhibition assay (MTT) since these cells have a weak ability to form colonies. The results
showed that 5-AZA-CdR and genistein alone inhibited the growth inhibition H69AR cells.
The combination produced an additive significant growth inhibition on the H69AR multi-
drug resistance cell line compared to each agent alone. These results are of clinical interest
since lung cancer cells of patients showing drug resistance after conventional
chemotherapy show growth inhibition after treatment with 5-AZA-CdR, genistein and

their combination.

Therefore, our results confirm the hypothesis that the combination of 5-AZA-CdR and
genistein shows an anticancer potential on cancer cells of different phenotypes like in
leukemic and lung cancer cells. The results on lung cancer have to be confirmed by in vivo
experiments in nude mice bearing human lung cancer cells. This preclinical work shows
the potential of this new approach in the chemotherapy of lung cancer. Since most lung
cancer patients are over 65 years old, the use of genistein, a non-toxic agent, as a
combinational agent with 5-AZA-CdR may represent an option for patients with poor

health status.
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Legends to figures:

Figure 1. Effect of the combination of 5-AZA-CdR and genistein in human lung
adenocarcinoma cell line, Calu-6. (a) Loss of clonogenicity in Calu-6 cells (» = 6), after a
48 h treatment of 5-AZA-CdR (10 and 50 nM) and/or genistein (0.1 and 1 pM). Data
shown are mean values + SEM (n >3). Statistical significance (P <0.05), between drug
combination compared to single agent, is indicated by a star (*) at the top of the bars. (b)
Photographs showing the loss of clonogenicity of Calu-6 colonies stained with methylene
blue after a 48 h treatment of 5-AZA-CdR (10 and 50 nM) and/or genistein (0.1 and 1
tM). (c) Haematoxylin eosin staining of Calu-6 cell exposed 48 h to 5-AZA-CdR at 50
nM) and/or genistein at 1 pM (Magnification, %400). An arrow is pointing a gigantic cell.

Table 1. Loss of clonogenicity of H2087 human lung cancer cells following a 24 h
treatment with genistein (SuM) and/or 5-AZA-CdR (220 nM). Data show mean values +
SD (n =1, 3 replicates).

Table 2. Histological analysis of Calu-6 cells exposed 48 h to 5-AZA-CdR (50 nM)
and/or genistein (1 pM). After haematoxylin eosin staining, Calu-6 cells (100 cells) were

analysed according their cellular characteristics (normal, necrotic, giant and mitosis).

Figure 2. Cell growth inhibition by the MTT assay on H69AR lung cancer resistant cells.
H69AR cells were exposed 90 h to 5-AZA-CdR (0.1 and 0.5 pM) and genistein (10 pM).
A control for drug resistance was generated with doxorubicin at 0.8 pM. Each bar
represents average of 6 independent experiments. Statistical significance (P <0.05)
between control and the agent alone is indicated by the letter “’a’* at the top of the bars
and between single agent and combination is indicated by the letter “’b’” at the top of the

bars.
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Table 1.

Treatment Loss of clonogenicity (%)
W

5-AZA-CdR (220 nM) 60+ 4

Genistein (5 uM) 3+9

Combination 69+3
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Table 2.
Groups Cellular characteristics
Normal cells  Necrotic cells  Giant cells Mitosis Total
Control 85 15 0 0 100
Genistein 1 pM 58 31 6 5 100
5-AZA-CdR 50 nM 52 28 20 0 100
Combination 28 29 42 1 100
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION ET
CONCLUSIONS
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Discussion

Les recherches décrites dans le cadre de cette thése de doctorat ont porté dans un premier
temps sur I’effet antileucémique de la génistéine. Selon notre recherche bibliographique, il
n’y avait pas d’étude qui portait sur I’effet antileucémique de la génistéine lorsqu’elle était
utilisée a des concentrations équivalentes a celles mesurées chez I’humain ayant pris des
suppléments de génistéine ou une diéte enrichie en soja. Ces travaux ont fait ’objet d’une
publication dans une revue scientifique (Journal of Natural Products) en janvier 2008
(Raynal et al., 2008b).

Comme nous I’avons déja décrit dans la premiére partie de cette thése, I’efficacité de la
thérapie contre le cancer dépend de son potentiel a cibler les CSC. Bien que de
nombreuses questions restent encore sans réponse au sujet des CSC, on sait qu’elles ont la
capacité de former des clones de fagon illimitée. Les CSC sont responsables de la
propagation de la maladie et des métastases. Ainsi, le but de la chimiothérapie est
d’éradiquer la clonogénicité des CSC (Jordan, 2005; Ravandi et Estrov, 2006; Kvinlaug et
Huntly, 2007). Notre objectif a été d’évaluer I’effet de la génistéine sur le potentiel
clonogénique des cellules leucémiques. Les types de cellules leucémiques étudiées sont
des cellules qui ont la capacité de former des clones comme les CSL. En effet, on
dénombre environ 50 4 70 % des cellules de ces lignées cellulaires qui possédent la
capacité de former des colonies. Ainsi, pour étudier I’effet de la génistéine sur ce
parametre clé de I’évaluation des agents anticancéreux, nous avons utilisé la technique du
test de clonogénicité développée au milieu des années cinquante par Puck et Markus (Puck

et Marcus, 1955).

Cette technique est basée sur I’étude de la capacité des cellules cancéreuses a proliférer en
s’autorenouvelant in vitro jusqu’a la formation de colonies (> 50 cellules) qui sont visibles

a Peeil nu en général entre 10 et 20 jours aprés la fin du traitement. De fait, le test de
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clonogénicité intégre de fagon simultanée toutes les formes de mort cellulaire. En effet, la
mort des cellules cancéreuses causées par les médicaments chimiothérapeutiques peut se
produire de différentes maniéres et selon des cinétiques différentes. On distingue
généralement différents types de mort cellulaire comme I’apoptose, la nécrose, la
catastrophe mitotique et la sénescence. L’apoptose a d’ailleurs un réle mineur dans la
réponse a la chimiothérapie puisque la voie de ’apoptose est inactivée dans la plupart des
cellules cancéreuses (Brown et Attardi, 2005). Cette évaluation a long-terme de I’effet des
agents anticancéreux est plus représentative de la réponse thérapeutique (Brown et Attardi,
2005). C’est un avantage par rapport aux tests qui mesurent un seul type de mort
cellulaire. Les tests de toxicité a court terme comme les tests de lactate déhydrogénase
(LDH), de 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) ou
autres peuvent donner une mauvaise estimation de la cytotoxicité des agents anticancéreux
par rapport a la survie a long terme évaluée par le test de clonogénicité. Aussi, les tests qui
mesurent uniquement I’inhibition de la croissance cellulaire aprés un temps court de
traitement pourraient donner des résultats érronés. En effet, I’inhibition de la croissance
peut se produire seulement pendant la présence du traitement. Les cellules cancéreuses ou
les CSC pourraient survivrent et recommencer a proliférer une fois que le médicament
n’est plus présent dans le milieu de culture. Ces arguments démontrent qu’il est donc
important de considérer qu’un test de survie a long-terme comme le test de clonogénicité
donne une évaluation précise de I’effet anticancéreux des médicaments. Nous choissisons

ainsi ce test pour I’étude de la cytotoxicité in vitro.

Toutefois, il y a des inconvénients a ’utilisation des tests de clonogénicité. En effet, ils
mesurent la capacité d’une cellule & former une colonie dans des conditions qui sont trés
spécifiques. En effet, la réalisation de ce test implique la dilution de la suspension
cellulaire & un point tel ou les conditions de concentrations en oxygene et en éléments
nutritifs du milieu de croissance ne ressemblent pas a celles retrouvées dans
I’environnement des cellules cancéreuses in vivo (Minchinton et Tannock, 2006). De plus,
les cellules ainsi isolées ne sont pas en contact avec d’autres cellules comme dans les

tumeurs in situ (Brown et Attardi, 2005). En dépit de ces limites, le test de clonogénicité
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reste le plus efficace a I’heure actuelle pour déterminer la mort des cellules cancéreuses

suivant I’exposition & un agent anticancéreux (Brown et Attardi, 2005).

Nos résultats sont les premiers 4 démontrer que la génistéine posséde une activité
anticancéreuse a des concentrations nutritionnelles dont 1’effet principal est de produire la
perte de la clonogénicité des cellules leucémiques lymphoides et myéloides (Raynal et al.,
2008b). Ces données ont un potentiel clinique important, notamment pour des patients
agés ou dont Iétat de santé ne permet pas de supporter une chimiothérapie cytotoxique.
De plus, la génistéine pourrait jouer un réle prépondérant si elle est administrée entre les
cycles de thérapie. En effet, durant ces quelques semaines, elle permettrait de réduire la
progression des cellules leucémiques. Cet effet pourrait étre intéressant chez des patients
qui doivent attendre 4 4 5 semaines entre les cycles de chimiothérapie afin de permettre le
rétablissement du systéme hématopoiétique. Un tel effet donnerait un réle important a la

génistéine dans le contrdle de la progression de la leucémie.

De plus, dans les cellules leucémiques humaines HL-60, la génistéine produit la ré-
expression d’un TSG, le géne p57XF? (Raynal et al, 2008b). Lors de ces expériences,
nous avons mesuré I’expression de nombreux génes dont la liste est présentée en

7KIP2 3 ¢té le seul géne testé dans cette lignée cellulaire dont le

appendice C. Le géne p5
niveau d’expression était modifié par la génistéine. La réactivation de ce gene est
particuliérement intéressante car ce dernier est réprimé dans la lignée cellulaire HL-60 par
une hyperméthylation de I’ADN au niveau de son promoteur. Nous avons aussi observé
que la génistéine produisait une légére déméthylation des cytosines du promoteur du géne
p5782_ Drautres travaux ont montré que la génistéine avait une faible capacité a inhiber
la méthylation de I’ADN (Fang et al., 2005). Une hyperméthylation du géne p575F? est
retrouvée chez des patients leucémiques et elle est associée a un pronostique défavorable
(Shen et al., 2003). Ainsi, cet effet souligne le potentiel de la génistéine a agir sur des

mécanismes épigénétiques.
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Le mécanisme précis par lequel la génistéine exerce son action antileucémique est difficile
a caractériser. En effet, la génistéine produit in vitro une multitude d’effets sur des voies
moléculaires impliquées dans le cancer comme [’inhibition des tyrosines Kkinases
(produisant I’inhibition de la croissance cellulaire), I’inhibition des topoisomérases, le
déclenchement de D’apoptose, un effet clastogénique, I’inhibition de I’angiogenése,
I’inhibition de I’invasion tissulaire et des métastases .... Ces effets pourraient étre reliés a
I’effet spécifique de la génistéine sur les voies de signalisation de I’ Akt, NFxB et Bax/Bcl-
2 (Banerjee et al., 2008). Il est toutefois difficile de conclure que ces mécanismes se
produisent in vivo chez I’humain car la grande majorité de ces études ont ét€ réalisées in
vitro a des concentrations supérieures aux concentrations nutritionnelles mesurées chez
I’humain. Toutefois, une expérience préliminaire sur des volontaires sains a prouvé que la
prise d’un mélange de 50 mg d’isoflavones incluant la génistéine (deux fois par jours
pendant trois semaines) a réduit I’activation de NFkB dans les lymphocytes (Davis ef al.,
2001). Cette voie cellulaire est normalement activée lors de stress cellulaires comme
I’oxydation. Donc des suppléments d’isoflavone du soja peuvent protéger les cellules du
stress oxydatif en induisant une baisse de I’activation de NFkB, ce qui contribue a
diminuer les adduits 4 I’ADN et pourrait étre la cause du mécanisme chimiopréventif de la
génistéine (Davis ef al., 2001). Hormis le cas de cette étude, la majorité des travaux sur la
génistéine a été réalisée in vitro a des concentrations dépassant de loin le niveau de

génistéine atteignable chez I’humain (Klein et King, 2007).

Les effets de la génistéine mentionnés dans la littérature doivent étre reconsidérés en
fonction de la dose (Klein et King, 2007). En effet, on détermine que des concentrations in
vitro supérieure 3 5uM ne sont pas envisageables in vivo. Chez I’humain, les niveaux
plasmatiques et sériques de génistéine non conjuguée varient de moins de 1 pM a 5 pM.
La plus grande partie de la génistéine est liée aux protéines sériques. La fraction libre de la
génistéine dans le sérum est plus probablement de I’ordre du nanomolaire. Les effets de la
génistéine dans 1’induction de I’apoptose des cellules cancéreuses n’ont pas été démontré
a des concentrations inférieures & moins de 5 uM (Klein et King, 2007), ce qui confirme
nos résultats in vitro dans les cellules leucémiques (voir les résultats de la deuxiéme

partie, section 2). De plus, il est peu probable que la génistéine produise une inhibition des
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topoisomeérases & des concentrations nutritionnelles (Klein et King, 2007). De méme, son
effet sur les tyrosines kinases (Akiyama et al., 1987) ne semble pas se produire a des
doses atteignables chez 1’humain. Une diminution de ’activité des tyrosines kinases est
considérée comme un facteur important dans le traitement et la prévention du cancer
puisque cette voie est suractivée dans les cellules cancéreuses. D’autres travaux sur
inhibition des tyrosines kinases et I’arrét du cycle cellulaire chez I’humain seront
nécessaires pour clarifier cet effet. Toutefois, la génistéine a des concentrations
atteignables par la diéte (0,5 pM pendant 6 jours) produit des effets épigénétiques sur
induisant une réexpression de TSG (pI6, RARB2, MGMT) et une déméthylation de I’ADN
de leurs promoteurs ainsi qu’une faible inhibition de la DNMT]1 (ICsq ~ 67 puM) dans des
cellules de cancer de I’cesophage et de la prostate (Fang et al., 2005). Notre hypothése, en
regard de I’activité antileucémique de la génistéine a des concentrations atteignables chez
I’humain est que cet effet est causé par la somme des effets inhibiteurs et inducteurs sur
les voies moléculaires utilisées par les cellules cancéreuses produisant la perte de

clonogénicité des cellules leucémiques.

Aprés avoir évalué I’effet in vitro de la génistéine, nous avons mené des recherches pour
étudier son effet in vivo dans un modéle de leucémie. En effet, la confirmation des
expériences in vitro par des résultats in vivo est essentielle dans 1’évaluation préclinique
des médicaments. Nous avons utilisé le modéle de leucémie lymphoblastique murine
L1210. II s’agit d’un modéle dans lequel on injecte des cellules leucémiques murines de
type L1210 dans la veine latérale de la queue des souris. Ce type d’administration produit
une distribution anatomique des cellules leucémiques semblable a celle observée dans la
maladie chez I’humain. En effet, les cellules L1210 se propagent dans le systéme
circulatoire, forment des nodules dans la rate et le foie et vont se propager dans le systéme
nerveux des souris souvent en phase terminale (ce qui correspond chez les patients aux
leucémies dites méningées). L’utilisation des cellules L1210 ayant un fort potentiel
clonogénique confére & ce modele in vivo une grande reproductibilité en ce qui a trait a la
progression de la leucémie et au temps de survie des souris. En effet, les souris
leucémiques, auxquelles on a injecté le méme nombre de cellules (10 000 dans le cas de

nos expériences) meurent dans un laps de temps trés rapproché. Des études ont montré
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qu’il existait une relation directe entre le nombre de cellules injectées et le temps de survie
des souris (Momparler et Gonzales, 1978). L’injection i.v. d’une seule cellule leucémique
L1210 produit la mort de la souris causée par la leucémie en 14 jours ce qui démontre que
la population des cellules L1210 transplantées in vivo a des caractéristiques qui
s’apparentent fortement aux CSL (Momparler et Gonzales, 1978). Dans ce modele, le
déclenchement de la maladie est plus rapide que dans les modéles génétiquement modifiés
de leucémie (Kuo et al., 2006) et il est plus précis en ce qui a trait au temps de survie que
les modéles de souris immunodéficientes transplantées avec des cellules humaines (Shen
et al., 2007). Le modele de leucémie L1210 est intéressant pour caractériser I’effet
antileucémique de nombreuses molécules. Il a d’ailleurs servi & I’étude et a la mise au
point du traitement de la leucémie par un analogue de nucléoside, la cytosine arabinoside
(ARA-C). Les résultats obtenus avec I’ARA-C dans ce modéle se sont montrés
représentatifs des réponses obtenues chez les patients atteints de leucémies
myéloblastiques aigués traités 3 ’ARA-C & haute dose (Momparler ef al., 1984; Mayer et
al., 1994).

Ce modele présente toutefois certaines limites pour ce qui est de I’étude de la génistéine in
vivo. En effet, la souche de souris utilisées dans ce modéle (CD2F1) est connue pour
métaboliser la génistéine avec une demi-vie d’élimination inférieure 4 15 minutes en
formant un produit inactif de fagon trés rapide. Le pic plasmatique de génistéine totale
(fraction libre et conjuguée) ne dépasse pas la concentration de 1 pM (Supko et Phillips,
1995). De plus, cette concentration maximale de ’ordre du micromolaire ne peut étre
maintenue pendant de longues périodes & cause de la demi-vie d’élimination de la
génistéine. Ainsi dans le cas de 1’administration orale de la génistéine chez ces souris, la
concentration est dépendante de leur habitude alimentaire. Etant donnée que les souris se
nourrissent uniquement la nuit et par périodes espacées, les niveaux de génistéine ne sont
pas constants dans le plasma de ces souris. Ainsi, I’exposition des cellules leucémiques in
vivo doit se faire par courte période et & une concentration maximale de génistéine totale
de I’ordre d’un micromolaire. Malgré cet inconvénient, nous avons choisi de caractériser
Ieffet de la génistéine in vivo avec le modeéle L1210 car il est reproductif quant au temps

de survie des souris leucémiques. De plus, ce modéle sera trés utile pour I’étude avec la 5-
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AZA-CdR (voir plus bas), car dans ce modéle, Dactivité des analogues de nucléoside
comme I’ARA-C et la 5-AZA-CdR est trés représentative des résultats qui peuvent étre
obtenus en clinique (Rivard ef al., 1981; Momparler, 2005b). De plus, il a été démontré
dans ce modéle in vivo que la 5-AZA-CdR inhibe la méthylation de I’ADN des cellules
L1210 de fagon dose-dépendante (Wilson ef al., 1983).

Notre approche a été d’administrer la génistéine a des souris atteintes de la leucémie. Nous
avons choisi de traiter les souris par la diéte ce qui présente I’avantage de ne pas étre une
approche invasive. Ainsi, les souris ont été nouries par une diéte enrichie en génistéine a
0,5 % donnant un apport quotidien de génistéine de 0,6 g/kg. Il est intéressant de noter que
des expériences in vivo dans une autre souche de souris ont montré qu’une diéte donnant
un apport quotidien de 0,3 g/kg produisait un effet épigénétique induisant des
changements de la méthylation de I’ADN de la prostate (Day et al., 2002). Lors du
changement de la diéte contr6le a la diéte enrichie en génistéine, les souris arrétaient de
s’alimenter. Etant donné que les deux diétes avaient des odeurs légerement différentes, il
est possible que les souris accoutumées a la diéte réguliére montraient une aversion pour
la nouvelle diéte. Le protocole utilisé pour que les souris consomment la diéte enrichie en
génistéine était de placer au-dessus de la cage des souris, un récipient, non-accessible
contenant de la diéte réguliére broyée afin de 1’odeur de celle-ci couvre 1’odeur de la
nouvelle diéte. En effet, aprés une période de 2-3 jours oul les souris s’alimentaient trés
peu et perdaient du poids (environ 8 % de perte de poids), les animaux recommengaient a
se nourrir. Une période d’adaptation pouvait durer une dizaine de jours jusqu’au moment
oul les souris se remettaient 4 consommer quotidiennement la méme quantité de nourriture
que les souris nourries & la diéte réguliére (2-3 g par jour). Par la suite, on injectait les
cellules leucémiques chez les souris contrdles et chez les souris nourries a la diéte enrichie

en génistéine.

Nos résultats ont montré que la génistéine administrée dans 1’alimentation des souris
CD2F1 augmente faiblement (une demi-journée) mais de fagon significative le temps de

survie des souris leucémiques. En effet, toutes les souris du groupe controle présentaient
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des signes cliniques de leucémie avancée alors que les souris nourries a une diéte enrichie
en génistéine ne présentaient aucun signe de progression de la maladie (Raynal ef al.,
2008b). Les signes cliniques permettant de faire le diagnostic de la leucémie chez ces
souris étaient basés sur 1’observation de 1’aspect général des souris comme 1’augmentation
du volume corporel, le poil hérissé, un ralentissement de leur niveau d’activité et parfois
des difficultés a respirer. Certaines souris étaient disséquées pour confirmer la cause du
décés. Dans ce cas, on observait une augmentation de la taille du foie et de la rate avec la
présence de nombreuses formations tumorales dans ces organes. Les résultats in vivo sont

la confirmation de nos résultats in vitro.

Apreés avoir démontré dans un premier temps I’effet de la génistéine, nous avons ensuite
étudié I’effet de la combinaison de la génistéine avec la 5-AZA-CdR dans des mod¢les in
vitro et in vivo de leucémies. Ces résultats ont été publiés dans la revue scientifique
Oncology Research (Raynal et al., 2008a). L’intérét d’utiliser la 5-AZA-CdR, un
médicament épigénétique, pour la chimiothérapie provient du fait que cet analogue de
nucléoside permet de réexprimer les TSG inhibés par un mécanisme épigénétique :
I’hyperméthylation de I’ADN (Jones et Baylin, 2007). Dans le cas plus précis des
leucémies, on retrouve souvent la présence de plus d’une trentaine de génes dont le
promoteur est hyperméthylé (Kuang et al., 2008). La 5-AZA-CdR présente un grand
potentiel pour le traitement des leucémies en inhibant de fagon irréversible la DNMT1 ou
elle réactive ’expression de ces TSG ce qui produit la mort des cellules cancéreuses
(Momparler, 2005a). La 5-AZA-CdR a été approuvée en 2006 pour le traitement des
SMD. A I’heure actuelle, [’utilisation de la 5-AZA-CdR est en cours d’évaluation pour les
leucémies myéloblastiques aigués et chroniques. Son utilisation a permis d’améliorer la
qualité de vie et I’espérance de survie de ces patients pour lesquels les soins paliatifs
étaient la seule option thérapeutique (Jabbour et al., 2008). Toutefois, la dose et le temps
d’administration de la 5-AZA-CdR doivent encore étre optimizés pour le traitement des
hémopathies malignes et aussi en ce qui a trait au traitement des tumeurs solides. En effet,
I’ensemble des résultats précliniques et les résultats de certaines études cliniques

suggérent qu’une dose d’administration différente pourrait augmenter significativement
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les effets cliniques de la 5-AZA-CdR par rapport & ceux obtenus avec la posologie utilisée

a I’heure actuelle (Momparler et Raynal, 2007; Jabbour ef al., 2008; Lemaire et al., 2008).

En chimiothérapie, I'utilisation de combinaison de médicaments est un pré-requis pour
augmenter Defficacité thérapeutique et lutter contre la résistance aux médicaments. La
combinaison de la 5-AZA-CdR avec d’autres agents notamment des inhibiteurs des
mécanismes épigénétiques a été I’objet de nombreuses études. Ces recherches ont été
basées sur la découverte que la combinaison de la 5-AZA-CdR avec un inhibiteur
d’histone acétyltransférase (la trichostatine A) produit une plus grande réactivation de
TSG tel que démontré par Cameron et ses collégues (Cameron et al., 1999). Comme la
génistéine posséde une faible activité de modulateur épigénétique in vivo et in vitro, elle

pourrait augmenter 1’activité antinéoplasique de la 5-AZA-CdR.

Nos travaux ont montré pour la premiére fois qu’une combinaison entre la génistéine et la
5-AZA-CdR produisait un effet synergique sur la perte de clonogénicité des cellules
leucémiques lymphoides et myéloides. De plus, cette combinaison est efficace contre les
cellules leucémiques résistantes & la 5-AZA-CdR (Raynal et al., 2008a). Ces résultats in
vitro nous ont conduits & émmettre I’hypothése que I’interaction synergique entre la 5-
AZA-CdR et la génistéine devait se produire dans d’autres types de cellules cancéreuses.
Ainsi, nous avons évalué le potentiel de cette combinaison in vitro sur différentes lignées
cellulaires de cancer du poumon (deuxiéme partie, section 3), puis sur des lignées de
cancer du sein et du colon (Appendice E et F). L’effet de cette combinaison était évalué en
mesurant les effets sur la clonogénicité et sur la morphologie sur les cellules tumorales.
L’ensemble des effets morphologiques de la 5-AZA-CdR et/ou de la génistéine est
présenté en appendice D. Les résultats ont montré que la combinaison de la 5-AZA-CdR
et de la génistéine produisait, contre des cellules de cancer du poumon, une perte de
clonogénicité additive avec les cellules H2087 et synergique avec les cellules Calu-6.
Contre les cellules du cancer du sein et du colon, la combinaison produisait une
augmentation de la perte de clonogénicité par rapport a I’effet de la 5-AZA-CdR. L’effet

de la 5-AZA-CdR combinée 4 la génistéine produisait une augmentation des changements
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morphologiques (cellules nécrotiques et cellules géantes) dans toutes les lignées
cellulaires étudiées (Appendice D). Ainsi, I’ensemble de ces résultats confirment notre
hypothése selon laquelle la combinaison de la 5-AZA-CdR et de la génistéine a le
potentiel de produire une réponse anticancéreuse applicable & de nombreux types de
cellules cancéreuses méme celles ayant acquis la capacité de résistance aux analogues de
nucléosides comme la lignée L1210/ARAC (deuxiéme partie section 2, appendice G) ou a
de nombreux médicaments anticancéreux utilisés en clinique comme la lignée H69AR

(deuxieéme partie, section 3).

Le potentiel de la combinaison entre la 5-AZA-CdR et la génistéine, démontré in vitro, a
été évalué dans un modéle in vivo. En effet, la démonstration de I’efficacité dans des
modeéles précliniques in vivo est un pré-requis pour faire une demande d’étude clinique.
Comme nous 1’avons vu plus haut, les souris étaient nourries a la diéte enrichie 10 jours
avant le début de I’expérience (injection des cellules leucémiques) pour éviter les
variations du poids des animaux pendant I’expérience. L’infusion i.v. de la 5-AZA-CdR
ne produisait pas de changement du poids des animaux a la dose testée (2 mg/kg pour une
infusion de 8 h) et les changements hématopoiétiques étaient réversibles (Momparler et
Gonzales, 1978). Toutefois, la 5-AZA-CdR infusées 8 h de 25 a 45 mg/kg est associée a
des pertes de poids, une toxicité hématopoiétique voire de la mortalit¢ (Momparler et
Frith, 1981). La dose de 2 mg/kg pour une infusion de 8 h i.v. a été choisie car elle se
trouve au début de la partie linéaire de la courbe dose-réponse de la 5-AZA-CdR sur le
temps de survie des souris (Appendice H). De cette fagon, la dose de 2 mg/kg permet de se
placer dans les conditions expérimentales optimales pour évaluer I’augmentation du temps
de survie lors du traitement combiné avec la génistéine. Cette combinaison a produit une
augmentation significative de la survie des souris transplantées avec des cellules
leucémiques. Le résultat de cette expérience démontre que la combinaison de la génistéine
et de la 5-AZA-CdR produit un effet anticlonogénique synergique in vivo sur la
population de cellules leucémiques dont une grande majorité posséde des caractéristiques
propres aux CSL. Le fait que D’interaction entre ces deux agents anticancéreux soit
modérée, mais significative en terme d’augmentation du temps de survie est probablement

causée par le faible niveau plasmatique de génistéine du & I’inactivation rapide de cette
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isoflavone dans cette souche de souris (Supko et Phillips, 1995). Des niveaux plus élevés
de génistéine sont potentiellement atteignables chez I’humain & cause d’une demi-vie plus
longue (Klein et King, 2007). De tels niveaux pourraient produire chez 1’humain un plus
grand effet cytotoxique contre les cellules leucémiques. Cette expérience démontre le
potentiel thérapeutique intéressant de la combinaison de la 5-AZA-CdR et de la

_génistéine.

Les mécanismes moléculaires responsables de I’interaction entre la génistéine et la 5-
AZA-CdR sont complexes & déterminer avec précision. Comme nous I’avons démontré
Pinteraction produit des changements morphologiques des cellules puis la perte de
clonogénicité. Lors de la recherche de la cause de I’interaction entre la génistéine et la 5-
AZA-CdR, nous avons démontré que la présence de la génistéine n’augmente pas
I’incorporation de la 5-AZA-CdR dans I’ADN des cellules leucémiques (Raynal et al.,
2008a). Ainsi, I’interaction entre la génistéine et la 5-AZA-CdR ne se situe pas au niveau
d’une activation de I’effet de la 5-AZA-CdR. Toutefois, une explication possible de la
cause de cette interaction entre la 5-AZA-CdR et la génistéine réside au niveau de la
DNMT. En effet, ces deux agents anticancéreux sont des inhibiteurs de la DNMT, la 5-
AZA-CdR étant un inhibiteur irréversible (Momparler, 2005b) et la génistéine étant un
faible inhibiteur de cette enzyme (Fang et al., 2005). De plus, la génistéine lors de nos
expériences sur la lignée leucémique humaine HL-60 a montré qu’elle produisait une
réactivation du géne p57 associée a une faible déméthylation de son promoteur. La
combinaison de ces deux molécules pourrait conduire & une plus grande inhibition de cette
enzyme. D’ailleurs, il a récemment été démontré que I’inactivation de la DNMT] produit
une baisse globale de la méthylation de I’ADN d’environ 10 % qui est associée a des
changements morphologiques des cellules humaines de cancer colorectal (Chen et al.,
2007). Ces cellules, ot la DNMT! était inactivée, présentaient des changements
morphologiques ainsi que I’apparition de cellules géantes (comme nous avons observé
dans nos expériences sur les cellules tumorales). Ces cellules survivaient quelques jours et
finissaient par mourir (Chen et al., 2007). L’importance de I’inactivation de la fonction de
la DNMT1 reliée aux changements morphologiques et a la mort cellulaire pourrait

expliquer en partie les effets de la combinaison entre la 5-AZA-CdR et la génistéine.
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L’interaction entre la génistéine et la 5-AZA-CdR peut aussi se produire a un autre niveau.
En effet, la réactivation de certains génes par la 5-~AZA-CdR pourrait entrer en interaction
avec des protéines dont le niveau de phosphorylation est inhibé par I’action de la
génistéine en tant qu’inhibiteur des tyrosines kinases. Les inhibiteurs spécifiques des
tyrosines kinases font partis d’une nouvelle voie de recherche en oncologie moléculaire.
En effet, ’amplification génique de certains récepteurs de tyrosines kinases dans les
cellules cancéreuses a conduit au développement de la premiére thérapie ciblée en utilisant
un anticorps spécifique, le trastuzumab (Herceptin, Genetech, Inc.). Ensuite, d’autres
petites molécules qui inhibent 1’activité des tyrosines kinases, ont été au centre d’une
course a la recherche et au développement par les industries pharmaceutiques. Parmi ces
petites molécules, I’imatinib ou Glivec (Novartis) a été le premier inhibiteur sélectif
approuvé par la FDA pour le traitement du cancer (Gschwind ef al., 2004). Ainsi, la
suractivation des tyrosines kinases est une cible de choix pour le traitement du cancer. La
génistéine s’incrit dans les approches d’inhibition des tyrosines kinases tel que le
trastuzumab et ’imatinib. La combinaison entre un inhibiteur de tyrosines kinases et un
agent épigénétique représente une voie de recherche tres intéressante pour I’éradication

des cellules cancéreuses (Gschwind et al., 2004).

Une autre explication possible de I’interaction se situe au niveau du cycle cellulaire des
cellules cancéreuses. En effet, durant les 48 h de traitement réalisé lors des expériences in
vitro, une fraction des cellules est bloquée en phase G2/M du cycle cellulaire par 1’action
anticancéreuse de la génistéine. Une autre fraction des cellules cancéreuses en phase S du
cycle cellulaire est sensible & I’action anticancéreuse de la 5-AZA-CdR. Parmi ces cellules
en phases S, il y a trois cas de figures, (1) une certaine proportion va mourrir a cause dela
réactivation des TSG par la 5-AZA-CdR (Jabbour ef al., 2008); (2) une autre fraction sera
atteinte uniquement par I’action épigénétique de la 5-AZA-CdR mais pourra reméthyler
ses TSGs et survivre (Egger et al., 2007), (3) enfin une derniére fraction ne sera pas
affectée par la 5-AZA-CdR (cellules résistantes) grace aux mécanismes de résistance a ce
médicament (Momparler, 2005b). Etant donnée que les cellules dans le premier cas de
figure arréteront leur croissance et seront éliminées par la 5-AZA-CdR, seules les cellules

des 2 autres cas de figures progresseront dans le cycle cellulaire vers les phases G2 puis M
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ou elles seront arrétées dans cette phase du cycle cellulaire a cause de I’action de la
génistéine. Ainsi, les paramétres cinétiques des cellules cancereuses, pourraient jouer un

role important dans I’explication de I’interaction entre la 5-AZA-CdR et la génistéine.

Bien que les effets de la génistéine aient une conséquence sur la perte du potentiel
clonogénique des cellules cancéreuses, son mécanisme d’action provient d’un ensemble
d’effets sur une multitude de voies cellulaires. En ce qui a trait au mode d’action de la 5-
AZA-CdR, il est basé sur I’inhibition de la méthylation de I’ADN et la réexpression de
nombreux TSG. Or, I’incorporation de cet analogue de nucléoside se fait au hasard, ce qui
provoque une réactivation aléatoire de nombreux TSG. Ainsi, il y a peu de chance pour
que P’explication de I’interaction synergique réside sur une voie moléculaire spécifique.
Cet effet serait plutét le résultat d’une action coordonnée entre la réactivation par la 5-
AZA-CdR de certains génes jouant un rdle clé dans des voies moléculaires modifiées par
la génistéine. En conclusion, il sera difficile d’élucider avec précision les causes
moléculaires de ’interaction entre la 5-AZA-CdR et de la génistéine a cause de I’action
pléiotropique et simultanée de cette isoflavone sur une multitude de voie cellulaire

impliquées dans le cancer (Banerjee ef al., 2008).

L’ensemble de ces travaux et le potentiel clinique de cette combinaion ont fait ’objet du
dépdt d’une demande provisoire de brevet au Bureau américain des brevets et des marques
de commerce (N°: 60/939,752) en mai 2007 qui a été suivie par le dépét officiel en mai
2008. Aussi, ce brevet est I’objet d’une protection intellectuelle au Canada grace au dépot
de P'invention & I'Office de la propriété intellectuelle du Canada, en mai 2007 (N°:
2,590,048). Aux Etats-Unis et au Canada, le brevet se retrouve sous le nom de :
«CYTOSINE NUCLEOSIDE ANALOGS AND ISOFLAVONES AND USES
THEREOF».

Le travail expérimental effectué dans le cadre de ce doctorat présente un intéressant
potentiel clinique pour le traitement du cancer. En effet, il ¥y a un besoin urgent de trouver

de nouvelles approches thérapeutiques pour améliorer les thérapies ou le taux de survie a 5
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ans est de ’ordre de 20 % pour les leucémies myéloides aigués. De plus, la majorité des
patients 4gés atteints de LAM qui regoivent un traitement standard ont une espérance de
survie de moins d’un an (Estey et Dohner, 2006). La 5-AZA-CdR produit une meilleure
réponse clinique que les thérapies conventionnelles et améliore la qualité de vie de ces
patients (Estey, 2007). Ainsi, la combinaison avec la génistéine s’avere répondre a un
besoin clinique important. La génistéine est une molécule non-toxique qui peut Etre
ajoutée a la thérapie épigénétique de la 5-AZA-CdR sans produire d’effets secondaires
menagant la survie des patients dont 1’Age ou I’état de santé ne leur permet pas d’étre
traités avec des thérapies cytotoxiques. En effet, la majorité des patients atteints de SMD
ou de LAM ont plus de 70 ans et souffrent de comorbidités limitant I’usage des
traitements plus efficaces a haute dose utilisés pour traiter de plus jeunes patients (thérapie
a PARA-C a haute dose et greffe de moelle). La génistéine peut étre administrée pendant
de longue période sans produire d’effets secondaires (concentrations plasmatiques de
’ordre de 5 uM) et réduire la progression de la maladie. De plus, associées a la 5-AZA-
CdR, des doses de génistéine atteignables chez les patients leucémiques peuvent conduire
a un plus grand effet thérapeutique sans induire d’augmentation de la toxicité. Nous avons
aussi démontré que la présence de la génistéine n’augmente pas I’incorporation de la 5-
AZA-CdR dans I’ADN des cellules en division, ce qui ne produirait pas d’augmentation
de la toxicité de la 5-AZA-CdR pour les cellules normales (Raynal et al., 2008a).

La chimiothérapie du cancer du poumon n’est pas trés efficace et elle a atteint un plateau
thérapeutique (Schiller et al., 2002). En effet, moins de 10% des patients survivent 5 ans a
la maladie (Digel et Lubbert, 2005). Dans le cancer du poumon, de nombreux TSG sont
inhibés par une hyperméthylation de I’ADN de la région promotrice (Belinsky, 2005). On
détecte, d’ailleurs dans I’expectorat de 100 % des patients une hyperméthylation des TSG
de 5 a 35 mois avant la détection clinique de la maladie (Palmisano et al., 2000). Il est
évident que la meilleure chance de survie des patients est de leur fournir un diagnostic
précoce. L’hyperméthylation de I’ADN offre ainsi un potentiel intéressant pour la
détection de la maladie. La 5-AZA-CdR a aussi montré un potentiel trés intéressant pour
le traitement du cancer du poumon (Momparler et al., 1997, Momparler et Ayoub, 2001).

Un des problémes de la thérapie intensive de la 5-AZA-CdR est I’interval de 6 semaines a
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respecter entre les cycles de 5-AZA-CdR afin de permettre le rétablissement du systéme
hématopoiétique suite a la toxicité de la 5S-AZA-CdR. Durant cet intervalle, la croissance
tumorale peut progresser et les cellules peuvent former de nouvelles métastases. Ces
phénoménes peuvent étre inhibés partiellement par 1’administration de la génistéine entre
les cycles de la 5-AZA-CdR sans augmenter la toxicité de celle-ci. De plus, un niveau
plasmatique de génistéine pourra augmenter I’activité de la 5-AZA-CdR contre les cellules
cancéreuses du poumon tel que démontré dans la section 3 du deuxiéme chapitre de la

thése.

L’application de nos recherches en clinique doit s’appuyer sur une bonne connaissance
pharmacocinétique et pharmacodynamique des médicaments pour atteindre les doses
efficaces de la génistéine et de la 5-AZA-CdR chez le patient. Concernant la génistéine, de
nombreuses études ont déja caractérisé ces paramétres. La posologie optimale de la
génistéine pour obtenir des concentrations de I’ordre du micromolaire est connue
(Bloedon et al., 2002; Miltyk et al., 2003; Takimoto et al., 2003). Cependant, la posologie
optimale de la 5-AZA-CdR n’est pas encore déterminée (Jabbour et al., 2008). Des
travaux du laboratoire, publiés dans la revue scientifique BioMed Central Cancer,
démontrent que la dose et la durée de I’infusion sont des parametres déterminants pour
obtenir une efficacité optimale de la 5-AZA-CdR (Appendice B). De plus, dans une revue
de la littérature (Touch Briefing US Oncological Disease, Appendice A) publiée en 2007,
nous proposons que la posologie optimale de la 5-AZA-CdR pour le traitement de la LAM
soit de 30 mg/m?/h, pour une durée d’infusion variant de 48 4 120 h (Appendice A). La
posologie adéquate pour des tumeurs solides, comme celle du cancer du poumon, devrait
étre différente a cause d’une cinétique de division des cellules tumorales plus longue que
celle des cellules leucémiques et de la difficulté des médicaments a pénétrer les tumeurs
(Minchinton et Tannock, 2006). Une posologie de la 5-AZA-CdR appliquée aux tumeurs
solides serait basée sur I’utilisation de plusieurs cycles répétés de thérapie intensive avec
des périodes d’infusion de 12 4 24 h (Momparler, 2005b). L’application de la combinaison
de la génistéine et de la 5-AZACdR devrait étre réalisée dans le cadre d’une phase
clinique chez des patients atteints de stades avancés du cancer du poumon, puisque ces

patients répondent peu aux traitements. Une étude pilote réalisée sur des patients atteints
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de stades avancés du cancer du poumon a révélé que I’efficacité¢ de la 5-AZA-CdR est
supérieure aux traitements actuels. Ainsi, en association avec la génistéine, cette
combinaison chimiothérapeutique pourrait offrir un bénéfice pour ces patients dont les

soins paliatifs sont souvent la seule option envisageable.

Des travaux futurs pourraient étre réalisés afin d’approfondir les effets anticancéreux de la
5-AZA-CdR en combinaison avec la génistéine ou de combiner une de ces deux molécules
avec d’autres agents anticancéreux. Des futures recherches sur I’effet anticancéreux de
génistéine pourront étre réalisées pour évaluer son potentiel de réducteur de la
clonogénicité a de plus petites concentrations de I’ordre du nanomolaire mais administrées
pendant de plus longue période afin de mieux comprendre I’effet de la fraction libre de la
génistéine sur la survie des cellules cancéreuses. De méme, il serait aussi intéressant de
connaitre le potentiel anticancéreux des produits conjugués de la génistéine comme ceux
qui sont glucuro- ou sulfo- conjugués. En effet, les formes conjuguées représentent une

fraction majoritaire de la génistéine plasmatique.

Pour mieux caractériser le mécanisme de coopération entre la 5-AZA-CdR et la
génistéine, il serait pertinent d’étudier I’inhibition de la DNMT avec différentes
concentrations de chacunes de ces deux molécules. Tout d’abord, des tests pourraient €tre
réalisés sur des extraits enzymatiques de DNMT1. Puis I’inhibition de cette emzyme
pourrait étre évaluée au niveau cellulaire en mesurant les variations en 5-méthylcytosine
marquées présentes dans I’ADN. Cet effet pourrait &tre caractérisé en mesurant aussi les
variations de la méthylation globale de I’ADN par électrophorése capillaire & haute

performance.

Comme nous I’avons vu plus haut, I’effet de la 5-AZA-CdR et de la génistéine produit des
actions sur de nombreuses voies cellulaires en méme temps. La mesure de leurs effets sur
certains promoteurs ou génes particuliers ne peut refléter que partiellement les
modifications moléculaires induites par le traitement de ces agents épigénétiques. Ainsi,

des approches de biologie moléculaire utilisant des micropuces 2 ADN et des puces
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mesurant la méthylation des promoteurs des génes impliqués dans le cancer donneraient

un meilleur portrait des voies moléculaires modifiées par ces agents anticancéreux.

Ensuite, pour étudier in vivo I’effet de la génistéine, d’autres modéles pourraient étre
utilisés, notamment pour démontrer I’effet de la combinaison sur des cellules cancéreuses
du poumon. Le modéle décrit par Belinsky et ses collaborateurs pourrait présenter des
qualités intéressantes dans cette optique. 11 s’agit d’un modéle de métastases pulmonaires
induites par un carcinogéne présent dans la fumée de cigarette (Belinsky et al., 2003).
L’avantage de ce modele avec des souris de souche C57BL/6 est que la génistéine
administrée dans I’alimentation n’est pas inactivée aussi rapidement que dans notre
modele de leucémie. En effet, des expériences chez cette souche de souris, ayant des
métastases pulmonaires induites par des cellules de mélanomes, ont montré que la
geénistéine produisait une augmentation du temps de survie des souris (Menon et al.,
1998). Ce modeéle est d’autant plus intéressant que la localisation des tumeurs in vivo au
niveau pulmonaire est un excellent atout quant a I’étude des propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de la combinaison pour traiter des tumeurs
du poumon. L’étude de la combinaison sur des modéles in vivo permettra de mesurer son
effet sur la survie des animaux. De plus, ce genre de modéle peut étre utilisé pour mesurer
effet du traitement sur la survie des cellules cancéreuses en extrayant les cellules
tumorales aprés le traitement de I’animal et en placant ces cellules in vitro pour mesurer la
perte de clonogénicité induite par les médicaments (Brown et Attardi, 2005; Lemaire et

al., 2008).

La combinaison de la 5-AZA-CdR avec la génistéine présente de nombreux avantages tout
comme celle avec les inhibiteurs d’histones acétyltransférases (Cameron et al., 1999;
Jabbour er al., 2008). Récemment, la découverte de molécules inhibitrices de I’activité
histone méthyltransférase offre aussi un autre volet de recherche dans la combinaison
d’agents épigénétiques contre le cancer. La combinaison d’inhibiteur de la méthylation de
’ADN et des histones pourrait interagir de fagon synergique pour inhiber la clonogénicité

in vitro et in vivo des cellules cancéreuses. La chaetocine est un inbibiteur spécifique de la
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méthyltransférase SU(VAR)3-9 (Greiner et al., 2005) qui serait trés intéressant d’étudier
en combinaison avec la 5-AZA-CdR. D’autres combinaisons pourraient faire 1’object
d’étude notamment celle basée sur la combinaison de la génistéine et/ou de la 5-AZA-CdR
avec des molécules inhibitrices des tyrosines kinases, lesquelles sont I’objet de réponses

cliniques trés intéressantes tels que I’imatinib ou le trastuzumab (Gschwind ez al., 2004).
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Conclusions

La recherche effectuée au cours de ce doctorat a démontré que la génistéine, une
isoflavone naturelle du soja, posséde une activité antileucémique a des concentrations qui
sont mesurées dans le plasma de personnes ayant une alimentation enrichie en soja ou
prenant des suppléments de génistéine. Ces travaux nous ont amenés 4 considérer I’étude
de la combinaison entre la génistéine avec la 5-AZA-CdR, un médicament épigénétique
qui posséde un grand potentiel dans la chimiothérapie contre le cancer. La recherche de
molécules pouvant augmenter I’activité anticancéreuse de Ia 5-AZA-CdR suscite
beaucoup d’intérét pour améliorer son efficacité clinique et faire face aux problémes de la
résistance a la chimiothérapie. Nos travaux ont démontré que la génistéine augmente de
fagon synergique I’activité anticancéreuse de la 5-AZA-CdR dans des modéles in vitro et
in vivo de leucémie et in vitro de cellules tumorales. La combinaison de la 5-AZA-CdR et
de la génistéine posséde un potentiel trés intéressant dans le traitement
chimiothérapeutique du cancer et devrait étre évaluée lors de recherche clinique sur des

patients.
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CONTRIBUTION A L’AVANCEMENT DES
CONNAISSANCES

Les travaux présentés dans le cadre de ce projet de doctorat contribuent & I’avancement
des connaissances en chimiothérapie contre le cancer & plusieurs niveaux. Tout d’abord,
ces recherches ont permis de mieux caractériser le potentiel anticancéreux de la génistéine.
En effet, ’approche employée mesure sa capacité a réduire la clonogénicité des cellules
cancéreuses. Cet aspect méritait d’étre étudié, car I’objectif de la chimiothérapie est
’éradication de la clonogénicité des cellules cancéreuses. De plus, ces études ont
démontré un effet anticlonogénique intéressant a des concentrations nutritionnelles de

génistéine.

Dans un deuxiéme temps, ces travaux ont contribué a I’avancement de la recherche sur la
thérapie épigénétique de la 5-AZA-CdR. En effet, ils ont permis de démontrer pour la
premiére fois que la 5-AZA-CdR interagit de fagon synergique avec la génistéine pour
réduire la clonogénicité des cellules cancéreuses. Ainsi, une substance naturelle non
toxique a le potentiel d’augmenter I’efficacité de la thérapie épigénétique. De tels résultats

serviront & I’établissement de futurs essais cliniques.
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Current therapy of acute myeloid leukemia

Acute myeloid leukemia (AML) is the most common form of acute leukemia in
adults." About 60-70% of the patients achieve a complete remission (CR), but only 15-
25% survive 5 or more years with most relapses occurring within 3 years. Relapse is
associated with a poor response to additional therapy and shorter duration of remission.’
The 5-year survival rates is 30-40% for patients <45 years and less than 10% for patients
>60 years.” Standard induction therapy consists of low dose cytosine arabinoside (ARA-C;
100-200 mg/m?) administered as 7 days continuous i.v. infusion plus 3 days of an
anthracycline.! Additional therapy after CR is required to achieve long-term disease-free
survival. In patients younger than 60 years post-remission treatment with high-dose ARA-
C therapy is more effective in inducing disease-free survival than the standard dose.!
Unfortunately, AML patients classified as high-risk due to an unfavorable karyotype or
secondary leukemia, respond poorly to this chemotherapy.' For these latter patients the
induction of complete remission is <50% with <10% relapse-free survival after post-

remission therapy with high-dose ARA-C.!?

There is an urgent need to improve the effectiveness of chemotherapy for these
high risk patients. For the AML patients with a favorable prognosis, the major weakness
of the conventional chemotherapy is the maintenance of patients in CR. Even though post-
remission therapy using high dose ARA-C has increased survival of patients with AML,
the optimal dose-schedule of this form of intensive chemotherapy is still unknown,'?
About 60 to 70% of these latter patients will relapse after high dose ARA-C post-
remission therapy and die from disease progression. Despite the improvements in standard
chemotherapy and supportive care, we need more effective chemotherapeutic agents to

improve the survival of patients with AML.2

Epigenetic therapy
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Past research has shown the genetic changes, such as mutations and chromosomal
aberrations and translocations, were the important factors in the etiology of AML. Recent
research has discovered that epigenetic changes, such as DNA methylation, can also play a
key role in the development of leukemia.” Epigenetics is defined as an heritable change in
gene expression that is not due to changes in the sequence of DNA.’ Gene silencing can
occur by DNA methylation, which involves the enzymatic conversion of cytosine to 5-
methyl-cytosine in the promoter region of genes. The normal function of this epigenetic
event is to program the cell to silence the genes that are not essential for the function of
each specific cell type. However, aberrant DNA methylation that silences tumor
suppressor genes can also lead to the development of malignant disease.’ This epigenetic
change can occur early in normal stem cells® and subsequent transformation to leukemic
stem cells can take place.” An aberrant methylation pattern, such as promoter
hypermethylation resulting in gene silencing, is one of the most common alterations in
leukemia.® Many loci in AML cells show aberrant DNA methylation.g’9 Since epigenetic

events are reversible, they can be targets for chemotherapeutic intervention.

An interesting epigenetic drug to use for this purpose is 5-aza-2’-deoxycytidine
(dacogen, decitabine, DAC). DAC is a potent inhibitor of DNA methylation, which can
reactivate tumor suppressor genes silenced by DNA methylation as shown in Fig. 1. DAC
can induce in vitro differentiation and loss of clonogenicity of human leukemic cells. '
DAC is a S-phase specific agent with a short in vivo half-life. Like ARA-C, its
pharmacologic activity is dependent on the dose-schedule. The first clinical studies on
DAC showed that this analogue could induce complete remissions with advanced acute
leukemia.!” In May 2006, DAC was approved by the FDA for the treatment of
myelodysplastic syndrome (MDS) and currently is in clinical trial for treatment of patients
with AML who fail on conventional chemotherapy. Preclinical studies have shown that

DAC can reactivate silent pl5 and other tumor suppressor genes in AML cells.?

Preclinical in vitro and in vivo studies indicate that DAC is a more potent
antineoplastic agent as compared to ARA-C. At equimolar concentrations DAC produced
a greater loss of clonogenicity of human myeloid leukemic cells than ARA-C."' In a

mouse model bearing L1210 leukemia at maximum tolerated doses, DAC was able to cure
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100% of mice, but no cures were observed with ARA-C.'? These preclinical studies

showed that DAC has a higher therapeutic index than ARA-C.

Optimization of DAC dose-schedule for AML therapy

The important question is will DAC be more effective than ARA-C for the
treatment of AML? Another important question is what is the optimal dose-schedule of
DAC for the treatment of patients with AML? The current recommended dose schedule of
DAC for the treatment of MDS is 20 mg/m? (one hour i.v. infusion) daily for 5 days."
This low dose-schedule of DAC is well tolerated in patients > 60 years or with a very poor
hematological status. About > 80% of the MDS patients will relapse after the low dose
DAC therapy. The duration of the second disease remissions for these MDS patients was
inferior to the first treatment with DAC.' These observations suggests that the low dose
DAC can permit some recovery by leukemic stem cells, possibly due to remethylation of
tumor suppressor genes.® According to the preclinical data, at the higher doses of DAC
these changes are irreversible resulting in a complete loss of the clonogenic potential of

the leukemic stem cells.

The success with high dose ARA-C for the therapy of AML suggests that a more
intensive dose-schedule of DAC could be used for the treatment of these patients. The
pharmacology of ARA-C and DAC is almost identical for these two deoxycytidine
analogs. Both these S phase specific agents are phosphorylated by the same enzyme,
deoxycytidine kinase, and incorporated into DNA. However, their mechanisms of action
are different. ARA-C acts as a chain terminator, producing a potent inhibition of DNA
synthesis, whereas DAC is a potent inhibitor of DNA methylation.'? The early published
data on ARA-C can be used to help design the optimal schedule for DAC." The initial
phase I studies on ARA-C showed that a continuous infusion was a more effective
schedule than daily injections in the treatment of patients with acute leukemia.'® But, what
would be the optimal duration of the infusion of DAC? For conventional dose of ARA-Ca
120 h infusion was reported to be more effective than 48 h infusion.'® The optimal
schedule for DAC may be somewhere between 48 and 120 h.'*
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The major side effect produced by DAC is its hematopoietic toxicity. If one
assumes that ARA-C and DAC produce a similar pattern of hematopoietic toxicity, it may
be possible to use intensive DAC therapy without encountering unacceptable toxicity."
Both these analogs permit the survival of resting hematopoietic stems cells (i.e., cells not
in S phase), which allows for the recovery from myelosuppression after intensive dose
therapy. The dose-schedules of ARA-C can be used as a guideline for dose-schedule
selection for initial clinical trials for DAC. At total dose of 1080-2400 mg/m’® as
continuous infusion for 36-40h, DAC produced similar myelosuppression'’ as reported for
similar schedule for ARA-C in adults.'® Furthermore, most leukemic patients in relapse
are able to recover from the myelosuppression produced by six days (144 h) of high-dose

ARA-C therapy.19

The selection of ideal AML patients for experimental chemotherapy with DAC is a
challenge. Since induction with conventional dose ARA-C followed by post-remission
therapy with high dose ARA-C can produce >50% long-term survivors for low risk AML,
this group of patients are not candidates for DAC therapy. The ideal candidates for
experimental therapy are the high risk AML patients, since they respond poorly to
conventional chemotherapy and have a very short life expectancy. This latter group
consists of patients with adverse cytogenetics, with MDS that progressed to AML and
secondary AML. In a pilot clinical trial we administered DAC at 30 mg/mzlh, for 60 h to
patients with very advanced AML and obtained some complete remissions.’ However,
the remissions for these patients were short, possibly due to the fact that the duration of
therapy was not long enough to permit all of the leukemic cells to progress and enter the S
phase, the phase of the cell cycle in which DAC exerts its antileukemic action. For initial
clinical trials, we suggest the following dose schedule: DAC at 30 mg/m*/h for 3 days (72
h). This DAC dose-schedule can be modified depending on the observed response and
toxicity. For example, the duration of the i.v. infusion can be increased by increments of
12 h while maintaining the dose rate constant. The dose-limiting toxicity produced by

DAC is myelosuppression.
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Conclusion

In conclusion, the full chemotherapeutic potential of epigenetic therapy of AML is
unknown. DAC has a fascinating mechanism of action of reactivating silent genes that
suppress leukemia progression. This action of DAC can induce the leukemic stem cells to
undergo differentiation or senescence resulting in an irreversible loss of their proliferative
potential. The preclinical studies indicate that DAC is a potent antileukemic agent than
ARA-C. These observations provide the rationale to support the initiation of clinical trials
to optimize the dose-schedule of DAC for patients with high risk AML, who have very

little chance of survival with the current conventional chemotherapy.
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Figure 1: Reactivation of silenced tumor suppressor genes by dacogen (DAC).
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Appendice B : Importance de la posologie de
la S-aza-2’-désoxycytidine pour la thérapie
épigénétique du cancer.
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B.1 Traduction du résumé de ’article :

Etat des connaissances : L’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs (TSG) par la
méthylation de I’ADN joue un rdle important dans le développement du cancer. Comme
les changements épigénétiques sont réversibles, c’est une cible intéressante pour la
chimiothérapie en utilisant un inhibiteur de la méthylation de I’ADN, comme la 5-aza-2’-
désoxycytidine (DAC). Bien que les études cliniques montrent que la DAC a une activité
contre les hémopathies malignes, la posologie optimale de ce médicament épigénétique

reste encore a établir.

Méthodes : Des essais clonogéniques ont été réalisés avec des cellules leucémiques et
tumorales pour évaluer I’activité in vitro antinéoplasique de la DAC. La réactivation de
TSG et I’inhibition de la méthylation de I’ADN par la DAC étaient évaluées par RT-PCR
et la mesure de la méthylation de Line-1. L’activit¢ antinéoplasique de la DAC
administrée par infusion intraveineuse était évaluée chez des souris transplantées avec des
cellules L1210 de leucémie murine en mesurant le temps de survie. Puis, ’activité
antinéoplasique de la DAC était mesurée chez des souris transplantées avec des cellules
EMT6 de tumeur mammaire murine, extraites aprés la thérapie pour mesurer leur potentiel

clonogénique.

Résultats : L’augmentation de la concentration et de la durée de I’exposition a la DAC
produisaient une plus grande perte de la clonogénicité pour des lignées cellulaires
humaines leucémiques et tumorales. La réactivation de TSG, comme la p57KIP2 dans les
cellules leucémiques HL-60 et la p/6CDKN2A dans les cellules Calu-6 de carcinome
pulmonaire et DIinhibition de la méthylation de I’ADN dans les cellules HL-60
augmentaient avec la concentration en DAC. Chez les souris avec la leucémie L1210 ou
portant les tumeurs EMT6, ’action antinéoplasique de la DAC augmentait avec la dose.
Le niveau plasmatique en DAC qui produisait un effet antinéoplasique puissant chez les

souris avec la leucémie ou avec les tumeurs solides était > 200 ng/ml (~ 1 pM).
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Conclusions: Nous avons démontré que I’augmentation de la dose de la DAC augmentait
fortement son activité antinéoplasique dans les modéles de souris cancéreuses. Nos
résultats présentent aussi qu’il y a une corrélation entre la concentration en DAC,
réduisant la clonogénicité in vitro, la réactivation des TSG et I’inhibition de la méthylation
de ’ADN. Ces résultats suggérent que I’activité antinéoplastique de la DAC est reliée a
son action épigénétique. Nos observations appuient la réalisation de tests cliniques basés
sur I’augmentation de la dose de la DAC, pour révéler le plein potentiel de ce médicament

épigénétique chez des patients atteints de cancer.

B.2 Contribution de I’étudiant :

L’étudiant a participé aux expériences de pharmacocinétique qui ont généré le tableau 4
du manuscrit. L’étudiant a aussi participé a la rédaction de ce manuscrit qui a été publié

dans la revue BioMed Central Cancer.



172
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Abstract

Background: The inactivation of tumor suppressor genes (TSGs) by aberrant DNA
methylation plays an important role in the development of malignancy. Since this
epigenetic change is reversible, it is a potential target for chemotherapeutic intervention
using an inhibitor of DNA methylation, such as 5-aza-2'-deoxycytidine (DAC). Although
clinical studies show that DAC has activity against haematological malignancies, the
optimal dose-schedule of this epigenetic agent still needs to be established.

Methods: Clonogenic assays were performed on leukemic and tumor cell lines to evaluate
the in vitro antineoplastic activity of DAC. The reactivation of TSGs and inhibition of
DNA methylation by DAC were investigated by reverse transcriptase-PCR and Line-1
assays. The in vivo antineoplastic activity of DAC administered as an i.v. infusion was
evaluated in mice with murine L1210 leukemia by measurement of survival time, and in
mice bearing murine EMT6 mammary tumor by excision of tumor after chemotherapy for
an in vitro clonogenic assay.

Results: Increasing the DAC concentration and duration of exposure produced a greater
loss of clonogenicity for both human leukemic and tumor cell lines. The reactivation of
the TSGs (p57KIP2 in HL-60 leukemic cells and p/6CDKN2A in Calu-6 lung carcinoma
cells) and the inhibition of global DNA methylation in HL-60 leukemic cells increased
with DAC concentration. In mice with L1210 leukemia and in mice bearing EMT6
tumors, the antineoplastic action of DAC also increased with the dose. The plasma level of
DAC that produced a very potent antineoplastic effect in mice with leukemia or solid
tumors was > 200 ng/ml (> 1 uM).

Conclusion: We have shown that intensification of the DAC dose markedly increased its
antineoplastic activity in mouse models of cancer. Our data also show that there is a good
correlation between the concentrations of DAC that reduce in vitro clonogenicity,
reactivate TSGs and inhibit DNA methylation. These results suggest that the
antineoplastic action of DAC is related to its epigenetic action. Our observations provide a
strong rationale to perform clinical trials using dose intensification of DAC to maximize

the chemotherapeutic potential of this epigenetic agent in patients with cancer.
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La participation de I’étudiant au niveau expérimental dans cet article a été de réaliser les
expériences de pharmacocinétiques. Ces derniéres ont été faites sur des souris qui ont regu
une infusion intra-veineuse de différentes doses de la 5-AZA-CdR. Apres 4 h d’infusion
pour que la concentration de la 5-AZA-CdR soit a I’équilibre, les souris étaient
anesthésiées avec de CO, et les échantillons de sang étaient prélevés par ponction
cardiaque en utilisant des seringues héparinées. Les échantillons de sang étaient placés sur
de la glace puis centrifugés a2 10 000 g pendant 5 min. Le surnageant était utilisé afin de
déterminer la concentration plasmatique de la 5-AZA-CdR a I’équilibre tel que déja décrit
par d’autres travaux du laboratoire (Momparler et al., 1997). Pour cela, une courbe
standard était réalisée montrant 1’effet de différentes concentrations de la 5-AZA-CdR sur
la croissance des cellules leucémiques murines L1210 aprés 48 h d’incubation (voir plus-
bas : Figure 1). Une dilution des échantillons de plasma était ajoutée au milieu de culture
contenant les cellules L1210. Les concentrations plasmatiques de la 5-AZA-CdR étaient
estimées a I’aide de la courbe standard. L’expérience a été réalisée en duplicat et répétée

deux fois.

700
y=-11659x + 69118

Cellules/mi * 103
g 8§

100

0 1 2 3 8
Conc. de 5-AZA-CdR (pg/ml)

Figure 1 : Courbe standard de effet de différente concentration en 5-AZA-CdR sur

la croissance des cellules leucémiques murines L1210.
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Les résultats obtenus ont montré que les doses totales d’infusions de 5, 10 et 20 mg/kg
produisaient des concentrations plasmatiques de 5-AZA-CdR a I’équilibre de 80 + 0,3,
190 £ 0,5 et 610 + 0,9 ng/ml (Tableau 1).

Tableau 1. Concentrations plasmatiques a Péquilibre chez des souris recevant

une infusion i.v. de différentes doses de la 5-AZA-CdR.

Dose totale® Vitesse d’infusion Niveau plasmatique
(mg/kg) (mg/kg/h) (ng/ml)
5 0,278 80+0,3°
10 0,556 190 £ 0,5
20 1,11 610+ 0,9

"infusion de 18 h i.v.de la 5-AZA-CdR. “Valeurs moyennes + S.D.
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Appendice C : Tableau des génes testés pour
des changements d’expression induits par la
génistéine.
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Génes Fonctions

ple™tia Inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines
pl 5™k Inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines
pS7kI? Inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines
Caspase-3 Protéase effectrice de I’apoptose

EZH Méthyitransférase de la chromatine

BMI Géne du groupe Polycomb

c-myc Oncogeéne

RUNX3 Facteur de transcription

WIF] Facteur inhibiteur de Wnt

Les niveaux d’expression de ces génes ont été mesurés dans les cellules HL-60 suite 4 une
exposition de 48 heures 4 la génistéine (0,1 2 20 microM). Seul, le géne pS7KIP2 présenté

un changement de son niveau d’expression dans ces conditions expérimentales.
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Appendice D : Analyses histopathologiques de
cellules tumorales exposées a la 5-AZA-CdR
et a la génistéine.
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Analyses histopathologiques des cellules tumorales du poumon (Calu-6), du sein MDA-
MB-231 et du colon DLD-1 exposées 48 h a la 5-AZA-CdR (50 nM) et/ou 4 la génistéine
(1 uM). Apreés une coloration a ’hématoxyline/éosine, 100 cellules de chaque condition et
de chaque type cellulaire ont été analysées en fonction de leurs caractéristiques
morphologiques (cellules normales, nécrotiques ou geantes). La section de matériels et

méthodes est décrite dans la deuxieme partie section 3 de la thése.

Cell lines Groups Cellular characteristics
Normaicells Necrotic cells Giant cells Mitosis Total
Controt 85 15 o 0 100
Genistein 1 pM 58 31 6 ) 100
Calu-6
3-AZA-CdR 50 nM 52 28 20 L] 100
Combination 28 29 42 1 100
Contro} 62 38 0 0 100
Genistein 1 pM 34 62 3 1 100
MDA-MB-231
S-AZA-CdR 50 nM 23 74 3 0 100
Combination 12 81 7 [ 100
Control 94 3 0 3 100
Genistein 1 uM 84 8 6 2 100
DLD-1
§-AZA-CdR 50 nM 82 " 7 [ 100
Combination 20 24 28 0 72
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Appendice E : Effet de la 5-AZA-CdR et de la
génistéine sur le potentiel clonogénige et la
morphologie de la lignée de cancer du sein

MDA-MB-231.
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Effet de la combinaison de la 5-AZA-CdR et de la geénistéine sur la lignée de cancer du
sein MDA-MB-231. (@) Perte de la clonogénicité des cellules MDA-MB-231 (n = 6),
aprés un traitement de 48 h 4 la 5-AZA-CdR (10 and 50 nM) et/ou la génistéine (0,1 and 1
1M). Les résultats montrent que la combinaison avec la 5-AZA-CdR a 50 nM produit une
augmentation significative de la perte de clonogénicité (P <0,05). (b) Coloration a
I’hématoxyline/éosine des cellules MDA-MB-231 montre Papparition des changements
morphologiques induit par le trajtement (Grossissement, x400). La section de matériels et
méthodes est identique 3 celle décrite pour la lignée Calu-6 dans la deuxiéme partie

section 3 de la thése.
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Appendice F : Effet de la 5-AZA-CdR et de la
génistéine sur le potentiel clonogénige et la
morphologie de la lignée de cancer du colon
DLD-1.
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Effet de la combinaison de la 5-AZA-CdR et de la génistéine sur la lignée de cancer du
colon, DLD-1. (a) Perte de la clonogénicité des cellules DLD-1 (n = 6), aprés un
traitement de 48 h 4 la 5-AZA-CdR (10 and 50 nM) et/ou la génistéine (0,1 and 1 pM).
Les résultats montrent que Ia combinaison avec la 5-AZA-CdR & 50 nM produit une
augmentation de la perte de clonogénicité. (b) Coloration a ’hématoxyline/éosine des
cellules DLD-1 montre Iapparition des changements morphologiques induit par le
traitement (Grossissement, x400). La section de matériels et méthodes est identique 4 celle

décrite pour la lignée Calu-6 dans la deuxiéme partie section 3 de la thése,

Chaque image de microscopie montre un clone représentatif sélectionné pour chaque
condition expérimentale. Ainsi, on obverse une réduction du nombre de cellules par
colonie. Cette expérience montre que le traitement de Ia genistéine, de la 5-AZA-CdR et

de la combinaison diminue le nombre de cellules par colonies ainsi que le nombre de
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colonies. Dans ce cas présent, la réduction du nombre de clones produite par la
combinaison des deux agents n’est pas significative. Or, la combinaison produit une
réduction importante de la taille et du nombre de cellules par colonies. Les expériences de
microscopies démontrent clairement une limite du test de clonogénicité. En effet, ce test

ne peut tenir compte de la réduction du nombre de cellules par colonie.
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Appendice G : Test de la résistance a
Pexposition a la 5-AZA-CdR de la lignée
cellulaire L1210/ARA-C.
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Pourcentage de la perte de clonogénicité lors d’un traitement a la 5-AZA-CdR sur la
lignée L1210 ARA/C (n =1), pour 24h d’exposition. Les résultats montrent que la lignée

est résistante 4 1’effet anticancéreux de la 5-AZA-CdR comparée a la lignée L1210

sauvage (WT).
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Appendice H : Courbe de dose-réponse de
Peffet d’une infusion de la 5-AZA-CdR sur le
temps de survie des souris.
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Courbe de dose-réponse du temps de survie des souris leucémiques auxquelles on a injecté
10 000 cellules L1210 pour une infusion de 8 h en fonction de la dose de la 5-AZACdR.
La dose de 2mg/kg qui produit une augmentation du temps de survie de 14 jours apres
I’injection des cellules leucémiques, a été choisie. En effet, le temps de survie produit par
une infusion a 2 mg/kg, donne un point sur la courbe de dose-réponse qui se situe au bas
de la courbe et permettra de mesurer les variations du temps de survie induite par la

génistéine.



