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La genèse d'un organe résulte d'une série très complexe d'interactions entre les 

différents compartiments cellulaires qui composent cet organe. L'un des modèles les plus 

intéressants d'étude d'interactions épithélio-mésenchymateuses est la glande mammaire. 

En effet, cet organe est, d'une part, très facile d'accès et, d'autre part, il a la particularité 

de se développer essentiellement non pas au cours de la vie foetale mais lors de la vie 

post-natale. De plus, il va subir de profonds remaniements morphologiques tout au long 

de la vie adulte: alors que durant les phases foetales et néo-natales, son développement est 

faible, cet organe va présenter à la puberté une poussée de sa croissance canalaire. 

Ensuite, lors de la gestation, il va se différencier pour acquérir sa fonction sécrétrice et 

produire le lait Enfin, lors de l'involution, la glande mammaire va perdre son activité 

sécrétrice et revenir dans un état de repos jusqu'à la prochaine gestation. 

Les mécanismes mis en jeu lors de ces différentes étapes commencent à être 

connus. Ils impliquent des variations de la composition du système endocrinien de 

l'organisme mais sont le résultat également d'interactions épithélio-mésenchymateuses 

mammaires mettant enjeu différents facteurs de croissance (facteurs activateurs et facteurs 

inhibiteurs). 

Chaque année, 135 000 nouveaux cas de cancer du sein apparaissent dans le 

monde et 42 300 femmes décèdent de cette maladie. Une série de facteurs pronostiques a 

été associée à ce fléau, tels que la présence d'oncogènes mutés ou amplifiés. Par ailleurs, 

ces tumeurs épithéliales se développent à l'intérieur même de la glande mammaire de sorte 

que des perturbations de l'expression de certains facteurs de croissance ou d'oncogènes 

non seulement dans les cellules épithéliales mais aussi dans le tissu mésenchymateux situé 

à proximité des canaux mammaires peuvent contribuer au comportement invasif des 

tumeurs épithéliales. 

La mise en place du développement mammaire, qu'il soit normal ou cancéreux, se 

fait au sein d'une matrice extracellulaire avec laquelle les cellules établissent des 

connexions via des récepteurs membranaires de types E-cadhérine, intégrines, 

thrombospondine... La modification des mécanismes d'adhérence cellules-cellules et 

cellules-matrice extracellulaire est un élément clé des processus migratoires et invasifs 
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présentés par les cellules épithéliales au cours de la morphogenèse mammaire normale et 

tumorale. La régulation de ces processus est orchestrée par des variations d'expression 

des molécules de dégradation matricielle telle que les cathepsines, les métalloprotéases 

matricielles (MMP) et les protéases à sérine comme, par exemple, la plasmine. 

La mise au point de modèles in vitro de reconstitution mammaire normale ou 

cancéreuse pourrait nous permettre de mieux comprendre la modulation des mécanismes 

de migration et d'invasion cellulaires mis en jeu au cours d'un développement mammaire 

normal et d'un développement mammaire tumoral. La mise au point de ces modèles 

pourrait ainsi nous permettre de cibler des thérapies fines visant à réguler les processus 

invasifs des cellules épithéliales cancéreuses mammaires. 
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1 LE DEVELOPPEMENT DE LA GLANDE MAMMAIRE: 

La formation de la glande mammaire débute pendant l'embryogenèse et se poursuit 

après la naissance, notamment pendant la période pubertaire. L'ébauche ainsi formée se 

renouvelera ensuite périodiquement lors de gestations successives. 

L'étude du développement de la glande mammaire de souris (Grasset, Imagawa et 

al., 1994; Sakakura, 1991) illustre ces différentes étapes et a permis de définir certaines 

modalités et conditions de cette organogenèse: 

-chez l'embryon de souris âgé de 10 jours (stade ElO), la morphogenèse de la 

glande mammaire débute par l'apparition d'une bande d'ectoderme surélevé qui s'étend de 

la racine du membre antérieur à la base du membre postérieur en position dorso-latérale, 

de chaques côtés du tronc. 

- A l'intérieur de cette bande mammaire, un étroit ruban ectodermique va alors 

faire saillie (Ell) et constituer la crète mammaire (pl. lA). 

- Par un mécanisme de migration cellulaire, les cellules de la crète mammaire vont 

se regrouper en 5 amas ectodermiques distincts (El2) et former de véritables ébauches 

mammaires individuelles situées au niveau du thorax (3 paires) et des régions inguinales 

(2 paires), vers le côté ventral (pl. lB). 

- Viennent ensuite le stade lenticulaire (El3) où l'ébauche mammaire commence à 

s'enfoncer dans le derme et le stade sphérique (El4). A ce stade, le bourgeon mammaire 

primaire se caractérise par une augmentation en taille de l'ébauche lenticulaire (1.50 Jlm de 

longueur, pl. IC) et par une modification du mésenchyme sous-jacent: une partie des 

cellules se regroupe pour constituer plusieurs couches parallèles tout autour du bourgeon 

épithélial (c'est le mésenchyme dense) et une autre partie, plus éloignée du bourgeon 

épithélial, va former le précurseur du tissu adipeux. 

-Alors que chez l'embryon mâle le bourgeon va involuer, chez l'embryon femelle 

le bourgeon va progressivement s'enfoncer dans le mésenchyme de sorte qu'au stade 

embryonnaire El6, l'ébauche mammaire sera formée d'une extrémité distale enflée reliée à 

l'épiderme par un étroit pédoncule (pl. ID). 
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Planche 1 : histologie de la glande mammaire de souris embryonnaire (E) et juvénile (J). 

A: E11,5. La flèche indique la crête mammaire ; B: El2,5 ; C: E14,5 ; D: E16,5 ; E: 

souris néo-natale ; F: J9 ; G: 130 ; H: bourgeon mammaire à J25. 
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Figure 1 : développement précoce de la glande mammaire chez la souris (d'après 

S ak:akura, 1991 ). 

Figure 2: structure d'un bourgeon mammaire terminal (d'après Imagawa et al., 1994). 

(cp) cellules souches, (a) adipocytes, (bd) cellules intermédiaires, (f) fibrocytes, (mc) 

cellules myoépithéliales, (bl) lame basale. 



- Par un phénomène de prolifération cellulaire, le bourgeon va poursuivre son 

élongation dans le mésenchyme et se transformer au fur et à mesure en un cordon 

mammaire primaire qui représente, en fait, l'ébauche du canal galactophore (pl. lE). 

- Ce cordon, en poursuivant son élongation, va se ramifier (bourgeons 

secondaires et tertiaires) et à la naissance (stade JO), la glande mammaire sera constituée 

d'une arborisation épithéliale rudimentaire (15 à 20 canaux) d'environ 2 mm de longueur 

enfouie dans un tissu de soutien lâche et séparée de celui-ci par une membrane basale (pl. 

2A). 

Les différentes étapes du développement mammaire embryonnaire sont regroupées 

schématiquement sur la figure 1. 

-De la naissance à la puberté (stades JO à J25), la glande manunaire de la souris ne 

va pas subir de bouleversements morphologiques importants. On n'observera qu'une 

augmentation de son volume de manière isométrique (Knight and Peaker, 1982) c'est-à­

dire en rapport avec la croissance de la taille du corps de l'animal (pl. IF, 2B-C). 

- Lors de la maturation sexuelle (25-35 jours après la naissance), les extrémités 

terminales des canaux mammaires vont reprendre leur croissance et former des structures 

particulières appelées bourgeons terminaux (pl. IH) qui vont complètement envahir le 

tissu adipeux mammaire au stade adulte sous l'effet d'une augmentation du degré de 

branchement des canaux (pl. 2D-E). Chacun des canaux sera alors constitué d'une couche 

interne de cellules épithéliales lurninales entourées d'une couche de cellules 

myoépithéliales, elles-mêmes séparées du mésenchyme rnarnrnaire par la membrane 

basale. Par contre les bourgeons terminaux sont formés de cellules non différenciées qui 

constituent le point de croissance du bourgeon (figure 2). 

- Lors d'une éventuelle gestation, les canaux mammaires vont à nouveau produire 

des bourgeons mammaires qui vont subir une différenciation en structures lobulo­

alvéolaires de sorte que le tissu adipeux sera complètement masqué (pl. 2F). 
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Planche 2 : montages in toto de glande mammaire de souris. 

A: néo-natale ; B: JlO ; C: 115 ; D: J23 ; E: 135 ; F: gestation ; G: lactation ; H: 

involution. 





- Lors de la lactation (pl. 2G ), l'épithélium situé à l'intérieur de ces structures va 

produire les protéines du lait Celui-ci sera expulsé à l'extérieur par l'intermédiaire des 

canaux galactophores qui vont se contracter sous l'effet de l'ocytocine. 

-Au cours de la phase d'involution (pl. 2H), les cellules sécrétrices du lait vont se 

détacher et la glande mammaire va revenir dans l'état auquel elle se trouvait avant la 

gestation (diminution du nombre de lobules et augmentation des dépôts adipeux). 

II ROLE DES HORMONES DANS LE DEVELOPPEMENT MAMMAIRE : 

Il est important de constater que contrairement à la plupart des organes, la majorité 

du développement de la glande mammaire se déroule lors de la période post­

embryonnaire, pendant des stades où de nombreux bouleversements hormonaux 

apparaissent (puberté, gestation, lactation). De nombreux travaux ont été réalisés afin de 

déterminer le rôle que pouvaient jouer les hormones lors des différentes périodes de 

croissance ou de différenciation de la glande mammaire. Malgré les résultats parfois 

contradictoires obtenus en fonction des modèles utilisés (souris, rat ... ), des opérations 

réalisées (hypophysectomie, surrénalectomie, ovariectomie), de la méthodologie 

employée (études in vivo ou in vitro , cultures de cellules ou cultures d'organes ... ), les 

études ont pu mettre en évidence l'implication des hormones stéroïdiennes (androgènes, 

oestrogènes, progestérone), des hormones hypophysaires (prolactine, hormones de 

croissance) et des glucocorticoïdes dans le contrôle du développement mammaire. 

1 : Les androgènes 

La première action hormonale influençant le devenir de la glande mammaire de la 

souns apparaît chez les embryons mâles âgés de 14 jours (E14). Nous avons vu 

précédemment qu'à ce stade, le bourgeon mammaire ne va plus évoluer alors que chez 

l'embryon femelle, il va poursuivre sa pénétration dans le mésenchyme sous-jacent. Les 

premières études réalisées par Raynaud dans les années 40 ont montré que la destruction 

des gonades du foetus mâle entraîne un développement mammaire semblable à celui 
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observé chez les foetus femelles. Chez un embryon femelle, l'injection de testostérone 

inhibe le développement mammaire. Cette inhibition par les androgènes est le résultat 

d'une condensation du mésenchyme autour du pédoncule du bourgeon mammaire qui va 

se détacher de l'épiderme et ne plus évoluer. Des marquages autoradiographiques par 

utilisation de [3H] 5Dihydrotestostérone (Heuberger et al., 1982) ont révélé que le tissu 

cible de l'hormone mâle était ce mésenchyme situé tout autour du bourgeon mammaire et 

que la présence de récepteurs aux androgènes était induite par l'épithélium mammaire lui­

même. Des expériences de recombinaisons entre de l'épithélium mammaire ou d'autre 

origine et du mésenchyme de différents organes n'ont fait apparaître un marquage 

radioactif qu'au niveau d'associations spécifiques entre mésenchyme mammaire et 

épithélium mammaire également. Ces expériences révèlent donc une situation où 

l'épithélium mammaire va provoquer sa propre destruction en induisant la présence de 

récepteurs aux androgènes sur les cellules mésenchymateuses périphériques (aussi bien 

chez le mâle que chez la femelle) qui, lorsqu'elles seront stimulées par la testostérone 

(donc chez le mâle uniquement), vont isoler le bourgeon mammaire épithélial. Les 

facteurs inducteurs épithéliaux tout comme les mécanismes conduisant le mésenchyme à 

se condenser autour de l'épithélium restent à définir. Il est également important de noter 

que ces phénomènes sont clairement établis chez la souris alors qu'ils n'ont pas été 

démontrés chez le lapin par exemple. De plus, chez le rat mâle adulte qui possède une 

glande mammaire relativement développée, une gonadectomie va de façon inattendue 

produire une diminution du développement mammaire qui pourra dans certains cas être 

rétabli par injection de testostérone. 

2 : Les oestrogènes et la progestérone 

Les oestrogènes exercent leur contrôle sur le développement mammaire en agissant 

de manière directe sur les cellules mammaires elles-mêmes (épithéliales et/ou 

mésenchymateuses), de manière indirecte par le biais ou en combinaison avec d'autres 

hormones ou encore en augmentant le nombre de récepteurs à la progestérone. De 

manière directe, il a été montré que l'injection d'oestrogènes à des souris ovariectomisées 
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entraîne une croissance tubulaire qui reste cependant localisée au niveau des bourgeons 

tenninaux et non au niveau des cellules des canaux. L'utilisation d'oestrogènes radioactifs 

chez des jeunes souris a permis de mettre en évidence la présence de sites de fixation non 

seulement dans le compartiment épithélial (au niveau des bourgeons mais pas dans les 

cellules souches) mais également au niveau des cellules du compartiment 

mésenchymateux (stroma mammaire) (Haslam et Nummy, 1992). Une analyse plus fine a 

pennis de montrer que les oestrogènes stimulent la synthèse d'ADN dans les cellules du 

stroma avant que ne soit observée une synthèse d'ADN dans les cellules épithéliales. La 

croissance épithéliale observée après injection d'oestrogènes passerait donc par le biais 

d'une stimulation provenant des cellules stromales (Shyamala et Ferenczy, 1984). Cette 

hypothèse est de plus renforcée par le fait que, in vitro, des cellules épithéliales qui 

peuvent pousser en absence d'oestrogènes ne seront pas stimulées par ces hormones alors 

qu'une augmentation de leur prolifération sera observée dans des conditions de co-culture 

avec des fibroblastes mammaires en présence d'oestrogènes (Haslam, 1986). Il est 

probable que les oestrogènes jouent un rôle dans le développement mammaire de manière 

indirecte en augmentant la sécrétion de prolactine par l'hypophyse ou en stimulant une 

production locale de facteurs de croissance qui vont à leur tour stimuler le développement 

de la glande mammaire. Par ailleurs, les oestrogènes vont surtout augmenter le taux de 

récepteurs à la progestèrone sur les cellules épithéliales, ceci contrairement aux cellules 

stromales dont le taux de récepteurs à la progestèrone reste stable (Haslam et Shyamala, 

1979, 1980, 1981). 

Il est clairement établi que la progestérone joue un rôle fondamental dans la 

croissance mammaire en intervenant sur le développement lobulo-alvéolaire et canalaire. 

L'augmentation du nombre de récepteurs à la progestérone par les oestrogènes ne pourra 

que potentialiser ce phénomène. Parallèlement, la progestérone va inhiber la synthèse de 

caséine lors de la gestation en stimulant la production d'un facteur inhibiteur (le PMF, 

Pregnancy-specific Mammary nuclear Factor, Lee et Oka, 1992) qui va se lier sur deux 

sites situés dans la région promotrice du gène de la caséine. En fin de gestation, le taux de 

récepteurs à la progestérone va être fortement diminué. La glande mammaire a alors atteint 
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son maximum de développement lobulo-alvéolaire. Après la parturition, une chute du taux 

de progestérone induit une diminution du taux de PMF et la lactation pourra alors avoir 

lieu. Chez la femme, le développement de l'épithélium mammaire observé lors de la 

deuxième moitié du cycle menstruel semble être relié à une augmentation de la sécrétion de 

progestérone et d'oestrogènes et une élévation du nombre de récepteurs à ces deux 

hormones a pu être observée. De même, lors d'une grossesse, la glande mammaire subit 

de profonds remaniements morphologiques. Or, c'est à cette période que les ovaires 

produisent le plus d'oestrogènes et de progestérone. 

Cependant, des variations dans la production d'oestrogènes et de progestérone ne 

suffisent pas à elles seules à expliquer le développement de la glande mammaire. Ces 

substances agissent souvent en combinaison avec d'autres hormones dont les plus 

importantes sont la prolactine, 1 'hormone de croissance, les glucocorticoïdes et les 

hormones d'origine placentaire. 

3 : La prolactine. l'hormone de croissance et les glucocorticoïdes 

De nombreuses études ont montré que les effets provoqués par les oestrogènes 

sont nettement amoindris lorsque les animaux ont subi au préalable une hypophysectomie 

et une surrénalectomie. Des injections d'extraits hypophysaires, de prolactine ou 

d'hormone de croissance en association avec des glucocorticoïdes et des oestrogènes vont 

rétablir un développement mammaire normal dans le sens d'une formation de canaux 

épithéliaux. L'injection simultanée de progestérone, d'oestrogènes et de prolactine va 

aboutir à la formation de lobules de petite taille. L'adjonction d'hormone de croissance à 

ces trois hormones va entraîner un développement alvéolaire complet semblable à celui 

obtenu en fin de lactation (Talwalker and Meites, 1961). Lors de la grossesse chez la 

femme, le développement complet de la glande mammaire en acini peut être corrélé avec 

de hauts niveaux d'oestrogènes, de progestérone et de prolactine (Jacobs, 1977). Quant 

au rôle de la prolactine dans la lactation, il a été clairement établi sur des animaux 

hypophysectomisés qui n'ont pu retrouver un taux normal de synthèse de lait qu'après 

injection de prolactine (Cowie et al., 1969). Des études récentes ont pu montrer que la 
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Figure 3 : transduction du signal dans les cellules épithéliales alvéolaires lors d'une 
stimulation hormonale (d'après Rillema,1994). 

Tableau 1 :régulateurs du développement mammaire et de la lactation (d'après Rillema, 

1994) 

a Développement 

Foetal 

action inhibitrice 
des androgènes 

b Lactation 

Initiation 

Retrait des oestrogènes 
et de la progestérone 
Prolactine 
Cortisol 

Pubertaire 

Oestrogènes 
GH 
Cortisol 
Insuline 
Facteurs de croissance 

Maintien 

Prolactine 
Insuline 
Cortisol 

Gestation 

Oestrogènes 
Progestérone 
GH 
Prolactine 
Cortisol 
Insuline 
Facteurs de croissance 

Expulsion 

Ocytocine 



stimulation des gènes de protéines du lait se fait par l'intermédiaire d'un récepteur "longue 

forme" de la prolactine (PRL-RL ; Ali et al., 1992). Ce récepteur est associé à une 

protéine douée d'activité tyrosine kinase (JAK 2) qui participera à la transduction du 

signal vers le noyau (figure 3 ). 

4 : Les lactogènes placentaires 

De nombreux travaux mettent également en évidence le rôle d'hormones d'origine 

placentaire dans le développement de la glande mammaire lors de la gestation. Ces 

hormones, regroupées sous le nom de lactogènes placentaires présentent des homologies 

de séquence (variables suivant les espèces) avec la prolactine et l'hormone de croissance 

et peuvent se substituer à celles-ci dans des expériences de stimulation de croissance 

mammaire et de synthèse des protéines du lait (Byatt et al., 1994). 

Le tableau 1 résume succintement le rôle des différents effecteurs intervenant dans 

le contrôle du développement et de la différenciation mammaire . 

Ainsi, les hormones jouent un rôle essentiel dans la croissance de la glande 

mammaire et ce, aux différents stades de son développement. Ce rôle est variable selon 

les hormones (croissance ou différenciation mammaire) et peut être très différent selon 

l'espèce étudiée. Cependant, de nombreux auteurs ont pu montrer qu'outre la participation 

des hormones dans le développement mammaire, d'autres substances pouvaient intervenir 

en stimulant ou, au contraire, en inhibant la formation des canaux épithéliaux et pouvaient 

être à l'origine des déréglements engendrant la formation d'un phénotype cancéreux: les 

facteurs de croissance. 

III ROLE DES FACTEURS DE CROISSANCE DANS LE 

DEVELOPPEMENT MAMMAIRE : 

Les facteurs de croissance intervenant dans le contrôle du développement de la 

glande mammaire peuvent être regroupés en deux grandes classes : 
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1 : L'EGF 

- les facteurs stimulant la croissance (EGF, TG F-a, IGF-1, FGF et 

HGF/SF) 

- les facteurs inhibant la croissance (TGF-B essentiellement) 

L'Epidermal Growth Factor (EGF) est une molécule polypeptidique de 6 000 Da 

dont la source principale dans l'organisme est la glande salivaire. Le rôle de l'EGF dans le 

développement mammaire a pu être mis en évidence chez des souris ayant subi une 

ablation des glandes salivaires: ces souris présentent des glandes mammaires peu 

développées, une production de lait diminuée. Une injection d'EGF à ces souris aboutira 

à la formation de glandes mammaires normales (Okamoto et Oka, 1984). De même, chez 

des souris présentant un faible développement mammaire après ovariectomie, l'utilisation 

in situ d'implants délivrant des doses d'EGF directement dans la glande mammaire va 

réactiver la croissance canalaire au niveau de la zone entourant l'implant (Coleman et al., 

1988) et l'apparition de bourgeons terminaux (Snedeker et al., 1991). Des études 

réalisées sur des préparations membranaires de glandes mammaires à des stades différents 

ont montré la présence de sites de fixation de haute affinité pour l'EGF. Elles ont 

également mis en évidence une augmentation du nombre de ces récepteurs lors de la 

gestation (période pendant laquelle la glande se développe de manière importante) et une 

diminution pendant la lactation (Edery et al., 1985). Des études in vitro suggèrent que 

cette diminution du taux de récepteurs à 1 'EGF serait induite par la prolactine (Fenton et 

Sheffield, 1993). 

2: Le TGF-a 

Le Transforming Growth Factor-a (TGF-a) est un polypeptide de 50 acides 

aminés structurellement et biologiquement homologue à l'EGF (42% d'homologie) qui se 

lie au même récepteur que celui-ci. In vivo, tout comme l'EGF, le TGF-a va stimuler le 

développement lobulaire de la glande mammaire (Vonderhaar, 1987). Par hybridation in 

situ, l'expression des ARNm du TGF-a a été détectée dans l'épithélium et le stroma 
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Figure 4 : Rôle des Protéoglycanes de type Héparane Sulfate (HSPG) dans la liaison du 

FGF à son récepteur membranaire doué d'une activité tyrosine kinase (FGFR): 

modification de la conformation du FGF lié aux HSPG de la matrice extracellulaire ou de 

la surface membranaire. Seule cette conformation est reconnue par les FGFR (d'après 

Hubert Hondermarck). 



mammaire. Elle se voit augmentée lors de la gestation et surtout lors de la lactation chez le 

rat (Liscia et al., 1990) alors que chez la souris, il ne semble pas y avoir d'expression de 

TGF-a lors de la lactation (Snedeker et al., 1991). Des études immunologiques récentes 

ont cependant mis en évidence la présence de TGF-a à ces différents stades chez la souris 

(Harigaya etal., 1994). 

3 : L'IGF-1 

Le rôle de l'lnsulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), proche de l'insuline (47% 

d'homologie), dans le développement mannnaire a pu être mis en évidence par une étude 

de Ruan et al. (1992) dans laquelle des implants contenant différents types d'IGF-1 

(forme normale et forme courte) et introduits dans la glande mammaire de rats 

hypophysectomisés induisent la formation de bourgeons terminaux et de structures 

alvéolaires. Il semble que la stimulation de la croissance mammaire induite par l'hormone 

de croissance (GH) se fasse par l'intermédiaire d'une augmentation de l'expression des 

ARNm de l'IGF-1 (Kleinberg et al., 1990) mais certaines études ont pu montrer un rôle 

direct de la GH sans passage par l'IGF-1 (Plaut et al., 1993). 

4: Les FGF 

La famille des Fibroblast Growth Factor (FGF) se compose actuellement de 14 

membres dont les plus étudiés sont le FGF acide (FGF-1) et le FGF basique (FGF-2). Ils 

interagissent au niveau cellulaire par le biais de récepteurs membranaires de haute affinité 

et à activité tyrosine kinase de 4 types (FGF-R1 à FGF-R4) mais cette interaction 

nécessiterait la présence de sites de fixation de plus faible affinité de type Héparane 

Sulfate Protéoglycanes (figure 4). Le rôle des FGF dans le développement mammaire a 

été analysé à partir des observations faites in vitro qui montraient que les FGF-1 et 2 

étaient produits respectivement par des fibroblastes mammaires et des cellules 

myoépithéliales mammaires (Barraclough et al., 1990). In vivo, Gomm et al. (1991) ont 

mis en évidence la présence de FGF-2 au niveau des cellules épithéliales de sein. Chez le 

rat, une étude immunologique fine de détection du FGF-2 a permis de mettre en évidence 
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des différences de localisation de celui-ci en fonction des types cellulaires et du stade de la 

glande mammaire (Rudland et al., 1993). Dans les canaux en quiescence et dans les 

alvéoles en gestation et lactation, le FGF-2 est localisé principalement au niveau de la 

membrane basale et plus discrètement dans les cellules myoépithéliales. Au contraire, 

dans les canaux et les bourgeons terminaux en croissance, le FGF-2 a été détecté au 

niveau des cellules épithéliales et myoépithéliales, c'est-à-dire au niveau des cellules qui 

se trouvent en prolifération. Une étude détaillée a permis de détecter l'expression de 

différents membres de la famille des FGF dans les divers composants de la glande 

mammaire à différents stades (Coleman-Krnacik et Rosen, 1994). Alors que le FGF-3 

(int 2) et le FGF-5 ne sont jamais exprimés, le FGF-1, le FGF-2, le FGF-4 (hst/k-FGF) 

et le FGF-7 (KGF) sont exprimés lors des stades de croissance canalaire et parfois lors de 

la gestation et de la lactation mais à des niveaux réduits (FGF-1) ou quasiment nuls (FGF-

2). Dans le cas du KGF, c'est la taille du transcrit qui est modifiée lors de la lactation. 

Quant à la localisation des ARNm de ces différents facteurs, il semble que le FGF-1 soit 

exprimé dans les cellules lurninales, le FGF-2 dans le stroma et les cellules 

myoépithéliales, le KGF exclusivement dans le stroma et que l'expression du FGF-2 et 

du KGF dans le stroma soit induite par l'épithélium mammaire. L'expression exclusive 

du KGF dans les cellules mammaires stromales a été confirmée in vitro par Wilson et al. 

(1994) et son effet sur la croissance des canaux mammaires a pu être mis en évidence chez 

des rats et des souris (Ulich et al., 1994 ; Yi et al., 1994). Les FGF se fixent sur des 

récepteurs à haute affinité dont la présence a pu être localisée dans la glande mammaire par 

hybridation in situ, PCR et analyse de Scatchard. L'expression du FGF-R2 (sous la 

forme de deux transcrits codant l'un pour le récepteur appelé BEK et l'autre pour le 

récepteur du KGF) a été démontrée sur des bourgeons mammaires d'embryon de souris à 

El4,5 (Orr-Urtreger et al., 1993). De même l'expression du FGF-R1 a pu être détectée 

sur des coupes de sein au niveau des canaux épithéliaux (Jacquernier et al., 1994) et peut 

être accompagnée d'une expression du FGF-R2 (Luqmani etal., 1992). 
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Figure 5 : Représentation schématique de la maturation de l'HGF/SF (d'après Matsumoto 

et Nakamura, 1992). Le pré-pro HGF est synthétisé sous forme d'une simple chaine 

linéaire qui sera clivée en deux chaînes (a et B) par des protéases telles que la plasmine. 

Les grosses flèches indiquent les sites de coupure. 
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Figure 6 : Structure schématique de l'HGF/SF mature présentant quatre triple boucles 

(chaine a) et deux chaînes (a et B) reliées par un pont disulfure (d'après Matsunioto et 

Nakamura, 1992). 



5: L'HGF/SF 

Un autre facteur de croissance pouvant influencer la croissance mammaire est 

l'Hepatocyte Growth Factor (HGF), appelé également Scatter Factor (SF). Celui-ci est 

synthétisé sous la forme d'un précurseur (pro-HGF/SF) qui, après clivage en deux 

chaines, formera un HGF/SF mature (figure 5) présentant une structure tridimensionnelle 

en boucle (figure 6) et agira au niveau cellulaire par l'intermédiaire d'un récepteur 

membranaire identifié en tant que proto-oncogène: C-MET (Weidner et al., 1993 ; 

Naldini et al., 1991). Ce facteur, tout comme le FGF-2, possède des propriétés 

angiogènes (Grant et al., 1993) mais il possède également la propriété d'induire la 

formation de tubules par des cellules épithéliales rénales (Montesano et al., 1991 a et b) de 

sorte que son rôle en tant que facteur de tubulogenèse dans la glande mammaire a été 

recherché. Wilson et al. (1994) ont mis en évidence par PCR l'expression des ARNm de 

l'HGF/SF et de son récepteur dans des tissus mammaires normaux sans pouvoir 

déterminer le compartiment exact d'expression. Par hybridation in situ, l'expression des 

ARNm de l'HGF/SF a pu être localisée au niveau des cellules des acini sécréteurs de sein 

en lactation (Wang et al., 1994). Tsarfati et al. (1992) ont pu détecter par 

immunohistologie la présence du récepteur C-MET dans du tissu mammaire normal 

humain au niveau des cellules épithéliales bordant la lumière des canaux. L'étude de Yang 

et al. (1995) réalisée sur des glandes mammaires en cultures d'organe a montré que 

l'HGF/SF entraîne la formation de ramifications canalaires et une inhibition de la 

production de protéines du lait. Parallèlement, ils ont également pu montrer que cette 

morphogenèse pouvait être inhibée en bloquant l'expression endogène d'HGF/SF par des 

oligonucléotides antisens, expression qui s'est révélée être localisée in vivo au niveau du 

compartiment mésenchymateux. L'expression des ARNm codant pour l'HGF/SF et son 

récepteur est régulée lors des différents stades de morphogenèse de la glande mammaire: 

cette expression diminue de manière très importante lors de la gestation, est non détectable 

lors de la lactation et reprend lors de la phase d'involution (Pepper et al., 1995). Ces 

auteurs ont également pu démontrer que la prolactine pouvait réguler négativement le 

niveau d'expression des ARNm codant pour le récepteur C-MET ce qui explique les 
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faibles niveaux rencontrés lors de la lactation. In vitro, des fibroblastes mammaires 

normaux murins et humains produisent de l'HGF/SF (Sasaki et al., 1994 ; Niranjan et 

al., 1995). Des lignées épithéliales mammaires normales murines et humaines expriment 

le récepteur C-MEf (Niranjan et al., 1995) et sont capables de former des tubules sous 

l'action de l'HGF/SF (Berdichevsky et al., 1994; Soriano et al., 1995; Brinkmann et al., 

1995) lorsqu'elles sont cultivées en collagène. 

Ainsi nous venons de voir que différents types de facteurs de croissance sont 

présents dans la glande mammaire, essentiellement lors des stades de croissance canalaire, 

et qu'ils joueraient un rôle dans la prolifération ou l'organisation des cellules épithéliales 

et myoépithéliales. Il existe également des facteurs qui vont réguler négativement la 

prolifération cellulaire et donc inhiber le développement mammaire. 

6 :Les facteurs inhibiteurs: MDGI et TGF-6 

Le premier de ces facteurs est le Mammary-Derived Growth factor Inhibitor 

(MDGI) isolé à partir de glande mammaire bovine en lactation (pour revue, voir Imagawa 

et al., 1994). Son rôle en tant que facteur inhibiteur a été clairement établi par le fait qu'il 

est exprimé et produit uniquement lors de la gestation et de la lactation dans les lobules 

alvéolaires et les canaux qui présentent un faible taux de prolifération et une forte 

différenciation. Il agit donc en tant que régulateur négatif de la croissance mammaire. 

Le facteur le plus étudié dans le contrôle de l'inhibition mammaire est le 

Transforming Growth Factor-B (TGF-B). Silberstein et Daniel (1987) en introduisant des 

implants contenant du TGF-B dans une glande mammaire de souris ont pu montrer que ce 

facteur inhibe la croissance des canaux mais pas la formation des alvéoles lors de la 

gestation (Daniel et al., 1989).Jn vivo, les différents types de TGF-B (BI, B2 et B3) sont 

exprimés par les cellules épithéliales des canaux en croissance, en quiescence ou lors de la 

gestation (Robinson et al., 1991) mais également par les cellules du stroma. Par contre, 

lors de la lactation, leur expression est fortement diminuée. Un marquage immunologique 

a permis de localiser le TGF-B au niveau de la membrane basale entourant les canaux 
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mammaires mais pas au niveau des bourgeons terminaux. L'effet inhibiteur du TGF-B 

passerait par une augmentation de la synthèse des composants matriciels par les cellules 

épithéliales, composants qui stabiliseraient le patron de développement de la glande 

mammaire et qui, en même temps, accumuleraient le TGF-B à la périphérie des canaux 

(Silberstein et al., 1990, 1992). Parallèlement, le TGF-B régulerait la différenciation des 

cellules épithéliales en inhibant la synthèse de caséine et d'a-lactalbumine lors de la 

gestation (Daniel et Robinson, 1992 ; Yamamoto et al., 1994 ; Sudlow et al., 1994). 

Associée à d'autres évènements, la chute du taux de TGF-B lors de la lactation entraînerait 

les cellules dans la voie d'une différenciation terminale caractérisée par la synthèse de 

caséine. 

Il apparaît donc à la lueur de ces résultats que les facteurs de croissance sont des 

éléments importants qui participent au dialogue qui s'établit entre l'épithélium mammaire 

et le mésenchyme environnant et régulent la morphogenèse de la glande mammaire. 

Dans le cas d'un développement pathologique anormal, de nombreux travaux ont 

également pu mettre en avant l'implication de ces facteurs de croissance dont l'expression, 

ou celle de leurs récepteurs, se voit modifiée ou amplifiée selon les cas. 

IV FACTEURS DE CROISSANCE ET CANCEROGENESE MAMMAIRE 

1 : L'EGF. le TGF-a. les IGF et leurs récepteurs 

Le récepteur à l'EGF humain est présent dans 30 à 50% des tumeurs mammaires 

(Toi et al., 1989 ; Bevilacqua et al., 1990 ; Tsutsumi et al., 1990) et semble surexprimé 

dans environ 10% de ces tumeurs. De plus, des anticorps dirigés contre le domaine 

extracellulaire du récepteur~ l'EGF humain sont capables de provoquer la rémission de 

tumeurs mammaires produites chez la souris nude par injection de cellules tumorales 

MDA-MB-468 qui surexpriment précisément le récepteur à l'EGF (Modjtahedi et al., 

1993). Par ailleurs, l'expression du récepteur à l'EGF semble être associée à un mauvais 

pronostic clinique mais cette observation fait souvent l'objet de controverses. In vitro, 
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l'EGF stimule les capacités invasives d'une lignée épithéliale mammaire dérivée d'un 

carcinome mammaire de rat, capacités pouvant être inhibées par des anticorps 

neutralisants anti-EGF (Hamada et al., 1995). 

En ce qui concerne le TGF-a, bien que surexprimé dans de nombreuses tumeurs 

mammaires, il ne semble pas être corrélé à une valeur pronostique pour le patient 

(Mizukami et al., 1990). Cependant, associée au récepteur de l'EGF, l'expression du 

TGF-a pourrait caractériser des sous-populations cellulaires plus aptes à croître ou à 

produire des métastases (Castellani et al., 1994). 

Les tumeurs cancéreuses semblent exprimer au niveau de la surface cellulaire 

également un taux beaucoup plus important de récepteurs à l'IGF-1 que les lésions 

bénignes (Peyrat et al., 1990) et seraient donc a priori plus sensibles à ce facteur. 

Cependant le fait que la présence de récepteurs à l'IGF-1 soit corrélée de manière positive 

avec la présence de récepteurs aux oestrogènes et à la progesterone indique que les 

cellules tumorales sont sous des formes relativement différenciées (des cellules tumorales 

peu différenciées n'expriment pas ces deux derniers récepteurs) et pourra donc être 

associée à un bon pronostic. Les IGF, quant à eux, sont présents dans les tumeurs 

cancéreuses mais leur biodisponibilité est étroitement régulée par des protéines qui se lient 

aux IGF de façon très spécifique (IGF-BP) et qui pourront ainsi empêcher la liaison des 

IGF à leurs récepteurs (Y ee et al., 1994). 

2 : Les FGF et leurs récepteurs 

En vertu de leurs propriétés mitogènes et motogènes importantes, de nombreuses 

études ont été menées afin de déterminer le rôle des FGF et de leurs récepteurs dans la 

carcinogenèse mammaire. Udereau et al. ( 1988) ont mis en évidence une amplification du 

proto-oncogène int-2 (FGF-3) dans 16% des tumeurs mammaires étudiées et ces résultats 

ont pu être confirmés par Machotka et al. ( 1989) qui ont, de pl us, relevé une amplification 

plus importante dans les rechutes (27% des cas) que dans les tumeurs primaires (5% des 

cas). Ceci suggére un rôle de int-2 en tant que facteur de progression tumorale associé à 

un mauvais pronostic. Dib et al. (1994) ont pu également montrer une amplification du 
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FGF-6 dans 3,6% des cas de tumeurs de sein étudiés et Theillet et al. (1989) ont observé 

dans 17% des cas une co-amplification de hst (FGF-4) et int-2. En ce qui concerne les 

deux membres les plus étudiés de la famille des FGF (FGF-1 et FGF-2), la détection de 

leurs ARNm a pu être réalisée sur différents tissus mammaires de stades cancéreux 

différents et l'étude a révélé que l'expression de ces ARNm était plus importante dans les 

tissus sains que dans les tissus cancéreux (Luqmani et al., 1992 ; Anandappa et al., 

1994). Cependant les auteurs suggèrent que la présence de FGF dans les tissus cancéreux 

pourrait avoir une importance significative sur l'angiogenèse tumorale et participerait ainsi 

au développement de la lésion. Parallèlement, des études effectuées in vitro ont permis de 

mettre en évidence l'expression des ARNm et des protéines FGF-1 et 2 par des lignées 

tumorales mammaires hormo-dépendantes et hormono-indépendantes (Flamm et al., 1989 

; Li et Shipley, 1991 ; Anandappa et al., 1994; El Yazidi et Boilly-Marer, 1995; Renaud 

et al., 1996) ainsi qu'une stimulation possible de la croissance de ces lignées par du FGF-

1 ou 2 (Takahashi et al., 1989 ; Peyrat et al., 1991 ; Yamaguchi et al., 1992). Les 

récepteurs à haute affinité des FGF sont également présents dans les tumeurs et les lignées 

cancéreuses mammaires. Adnane et al. (1991) ont détecté une amplification des gènes 

codant pour les récepteurs FLG (FGF-R1) et BEK (FGF-R2) dans 12% des tumeurs 

mammaires étudiées. Dans le cas de FLG, l'amplification génique peut être corrélée avec 

une amplification des gènes int-2 et hst et laisse supposer ainsi l'existence d'une boucle 

autocrine de stimulation. Par hybridation in situ, Jacquemier et al. (1994) ont pu localiser 

l'expression des ARNm du FGF-R1 dans le compartiment épithélial. D'autres auteurs ont 

également pu mettre en évidence l'existence de sites de fixations de haute mais aussi de 

basse affinité pour les FGF dans des biopsies cancéreuses mammaires (Luqmani et al., 

1992 ; Wilson et al., 1994). Ces résultats trouvent leur pendant dans des études menées 

in vitro où des récepteurs du type HSPG ont pu être caractérisés sur des lignées 

épithéliales cancéreuses mammaires (Peyrat et al., 1991 ; Luqmani et al., 1992 ; Wilson et 

al., 1994;McLeskeyetal., 1994;Deleheddeetal., 1996, 1997). 
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3: I'HGF/SF et son récepteurC-MET 

De plus en plus de travaux mettent en avant le rôle de l'HGF/SF et de son 

récepteur C-MEf dans les cancers du sein. Plusieurs auteurs ont décrit l'expression des 

ARNm du récepteur de l'HGF/SF à la fois dans le compartiment épithélial et dans le 

compartiment stromal de tumeurs mammaires (Wilson et al., 1994; Nagy et al., 1996) et, 

in vitro, des lignées épithéliales cancéreuses mammaires expriment ce récepteur (Tsarfaty 

etal., 1992; Wilson et al., 1994; Byers et al., 1994). L'HGF/SF est exprimé dans les 

tumeurs mammaires. Cette expression se cantonne généralement aux cellules stromales 

(Wilson et al., 1994; Rahimi et al., 1994) mais peut être présente également au niveau 

des cellules épithéliales (Wang et al., 1994 ; Nagy et al., 1996). Des taux importants 

d'HGF/SF dans les tumeurs vont de plus être associés à un mauvais pronostic (Nagy et 

al., 1994 ; Yamashita et al., 1994). Il semble donc que l'HGF/SF, synthétisé par les 

cellules du stroma, puisse agir de manière paracrine sur les cellules épithéliales sensibles à 

ce facteur et faciliter ainsi leur mobilité et leur prolifération (Byers et al., 1994 ; Rahimi et 

al., 1994). Des travaux ont montré que des cellules épithéliales cancéreuses mammaires 

sont capables de contrôler à leur tour l'expression de l'HGF/SF par les cellules du stroma 

via la synthèse de facteurs activateurs et inhibiteurs (TGF-B) (Rosen et al., 1994 a et b ; 

Seslar et al., 1993, 1995). Récemment, les travaux de Besser et al. (1997) ont montré 

qu'une forme constitutivement active du récepteur C-:MET activait le gène de l'uPA 

(activateur du plasminogène de type urokinase), molécule impliquée dans les processus de 

dégradation matricielle par la plasmine. 

4: le TGF-8 

Les études concernant l'implication du TGF-B dans le cancer mammaire restent 

quant à elles conflictuelles. Alors qu'in vitro, des lignées épithéliales cancéreuses 

mammaires qui expriment le TGF-B ainsi que ses récepteurs répondent au TGF-B par une 

inhibition de leur croissance (Arteaga et al., 1988 ; Sun et al., 1994), que la stimulation de 

la croissance de cellules hormona-sensibles est accompagnée d'une chute de l'expression 

du TGF-B et que des anti-oestrogènes vont stimuler cette expression et inhiber la 
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croissance cellulaire (Arrick et al., 1990 ; Knabbe et al., 1987, 1988), les résultats 

obtenus in vivo ont souvent montré une corrélation positive entre le TGF-Bl et la 

progression de la maladie (Walker et al., 1994). Le traitement, par exemple, d'une lignée 

normalement régressive avec du TGF-B pendant 24 h va induire cette lignée à produire 

des tumeurs après transplantation (Li et al., 1993). Il semble que dans l'interprétation des 

résultats, il faille considérer plusieurs critères comme le taux d'expression des ARNm 

mais aussi la quantité effective de protéine, le type de TGF-B produit (BI, B2 ou B3), le 

stade de la tumeur, le type de traitement déjà reçu par le patient ainsi que les localisations 

tissulaires de l'expression et du produit du gène (Mc Callum et al., 1994 ; Benson et 

Baum, 1994). 

Le développement normal et pathologique de la glande mammaire est donc le 

résultat d'interactions très étroites entre les cellules mammaires (épithélium et stroma) et 

l'organisme complet (interactions de type endocrine mettant en jeu différents facteurs de 

croissance et hormones véhiculés par la circulation sanguine) mais également entre le 

compartiment épithélial et le compartiment stroma! (interactions de type paracrine à 

l'intérieur du même organe). Ceux-ci sont séparés l'un de l'autre par une membrane 

basale qui pourra réguler ces interactions. Une balance entre le stockage et la libération de 

facteurs de croissance, liée respectivement à la formation ou à la dégradation de la matrice 

extracellulaire environnante, pourrait orchestrer ces interactions. 

V MATRICE EXTRACELLULAIRE ET MORPHOGENESE MAMMAIRE 

La matrice extracellulaire joue un rôle important dans le processus de 

morphogenèse mammaire (Pour revue, Bissell et Hall, 1987). L'élongation du réseau 

canalair~ épithélial lors du développement mammaire est accompagné d'une formation de 

la lame basale par les cellules myoépithéliales (Daniel et Silberstein, 1987) qui sera de 

plus en plus épaisse au fur et à mesure que l'on s'éloignera des bourgeons terminaux et 

quasiment absente au niveau de ceux-ci (environ 20 fois plus fine qu'autour des canaux). 
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Cette matrice se compose essentiellement de collagène de type 1 et de type IV, de 

protéoglycanes, de lamine, de fibronectine, de ténascine qui ont la propriété de pouvoir 

interagir les uns avec les autres grâce à des domaines spécifiques de liaison. Ces 

constituants pourront contribuer aux modifications de l'architecture des organes en 

interagissant par le biais de récepteurs membranaires tels que les intégrines, les 

cadhérines, le syndécane présents à la surface des cellules. De par leur constitution, ils 

auront aussi la propriété de pouvoir séquestrer des facteurs de croissance tels, par 

exemple, les facteurs pouvant se fixer à l'héparine et aux héparanes sulfates (FGF. .. ). La 

distribution des différents composants de la matrice extracellulaire dans la glande 

mammaire est résumée dans la figure 7. In vitro, de nombreux auteurs ont tenté 

d'analyser les relations entre les cellules épithéliales et la matrice extracellulaire en recréant 

une matrice artificielle sur laquelle sont ensemencées des cellules mammaires. Le premier 

type de matrice utilisée est le collagène de type 1 préparé à partir de queues de rat. 

Emerman et Pitelka (1977) ont cultivé en monocouche des cellules issues de glandes 

mammaires de souris en pré-lactation sur différents substrats (plastic, collagène) en 

présence d'hormones et n'ont obtenu une différenciation complète avec présence de 

vésicules sécrétrices que dans le cas d'une culture en collagène flottant dans le milieu de 

culture. Par la suite, d'autres travaux sont parus sur la formation de structures tubulaires 

par des cellules épithéliales mammaires cultivées en collagène (Bennett, 1980; Onnerod et 

Rudland, 1982 ; Richards et al., 1983) mais rares sont les études qui on réussi à 

reproduire une glande mammaire présentant des bourgeons terminaux ou totalement 

différenciée présentant à la fois des alvéoles creuses et une synthèse de toutes les 

protéines du lait. L'expérience de Daniel et al. (1984) a d'ailleurs pu montrer que le 

collagène de type 1 ne représentait qu'une matrice primitive: en plaçant du collagène 

contenant un fragment d'épithélium mammaire dans du tissu adipeux mammaire de 

souris, l'épithélium contenu dans le collagène ne forme que des structures "pointues" 

alors que l'épithélium qui a réussi à envahir le tissu adipeux et à entrer en contact avec les 

adipocytes va former de véritables bourgeons terminaux. C'est pourquoi, de nouvelles 

matrices ont été recherchées et celle qui a donné les meilleurs résultats est une matrice 
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préparée à partir du sarcome murin de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Alors qu'en gel 

de collagène ne sont détectées que peu de protéines de lait (tra.nsferrine, caséines), la 

culture des cellules épithéliales mammaires (isolées à partir de souris en gestation) en EHS 

conduit à la formation de structures alvéolaires polarisées et creuses (présentant donc une 

lumière) ainsi qu'une forte synthèse et production de protéines de lait (Barcellos - Hoff et 

al., 1989 ; Aggeler et al., 1991). Ainsi, l'utilisation d'une matrice extracellulaire 

reconstituée riche en composants (Laminine, collagène de type IV, HSPG, entactine, 

vitronectine, TGF-B, FGF-2, EGF, IGF-1, PDGF, NGF; cf: Santos etNigam, 1993) est 

capable à elle seule d'induire une morphogenèse mammaire semblable à celle observée in 

vivo avec possibilité de phénotype différencié suivant l'origine des cellules utilisées. Cette 

matrice a ensuite été régulièrement utilisée en tant que substrat pour étudier par exemple le 

développement mammaire à partir de micro-fragments mammaires (organoïdes) isolés 

(Darcy et al., 1991 ; Kim et al., 1993) ou le comportement cellulaire de lignées normales 

ou tumorales vis à vis du substrat (Petersen et al., 1992 ; Bergstraesser et Weitzman, 

1993). 

Nous venons de présenter certaines données relatives à la formation de la lame 

basale tout au long de la morphogenèse mammaire et à l'implification des hormones et des 

facteurs de croissance dans la croissance des cellules épithéliales (qu'elles soient normales 

ou cancéreuses). Cependant, ces mécanismes nécessitent également un remaniement de la 

matrice extracellulaire et de nombreuses études ont été réalisées afin de déterminer le rôle 

éventuel d'enzymes protéolytiques dans le processus d'invasion du compartiment stroma! 

par les cellules épithéliales lors des étapes du développement normal de la glande 

mammaire. 

VI PROTEASES ET MORPHOGENESE MAMMAIRE 

L'implication de protéases dans le développement des mammifères et dans 

l'invasion tumorale et la métastase a fait l'objet de nombreuses publications et revues 
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(Alexander et Werb, 1989 ; Matrisian et Hogan, 1990; Stetler-Stevenson et al., 1993 a et 

b ; Mignatti et Rifkin, 1993 ; Wolf et al., 1994 ; Jiang et al., 1994). Elles mettent 

essentiellement en avant l'intervention de trois familles distinctes de protéases: les 

protéases à cystéine, les métalloprotéases matricielles et les protéases à sérine (système de 

la plasmine ). 

1 : Les protéases à cystéine 

Les protéases à cystéine regroupent les endo et exo-peptidases telles que les 

cathepsines B, H, Let N. Bles sont souvent synthétisées sous la forme de pro-enzyme et 

doivent subir un clivage protéolytique pour acquérir une forme catalytique. Leur activité 

est contrôlée à l'intérieur tout comme à l'extérieur des cellules par des inhibiteurs 

spécifiques regroupés sous le nom de cystatines (Mignatti et Rifkin, 1993). 

2 : Les métalloprotéases fMMPl matricielles 

Les Ml\1P constituent une large famille de 14 protéases regroupant les collagénases 

interstitielles, les stromélysines, les gélatinases ... Bles sont également synthétisées sous 

la forme de proenzymes devant être clivées pour pouvoir exercer leur activité catalytique. 

Elles ont la propriété de posséder un atome de Zinc dans leur site actif et sont capables de 

dégrader la plupart des constituants de la matrice extracellulaire, avec cependant une 

certaine spécificité pour chacune d'entre-elles. Leur activité peut être inhibée par au moins 

trois inhibiteurs spécifiques (TIMP 1 à TIMP 3 , pour Tissue Inhibitor of 

MetalloProteases) qui ont pour propriété soit de bloquer le site catalytique par un 

phénomène d'encombrement stérique, soit de se fixer à la pro-enzyme et empêcher ainsi 

sa conversion en protéase active (Ray et Stetler-Stevenson, 1994). 

3 : Les protéases à sérine 

Cette famille regroupe l'élastase leukocytaire et les protéines du système de la 

plasrnine. Celui-ci est un système complexe dans lequel le plasminogène, une protéine du 

plasma sanguin, va être converti en plasmine, protéase capable de dégrader des 
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constituants matriciels tels que la fibronectine, la laminine, les gélatines et les 

protéoglycanes. Par ailleurs, la plasmine aura également la propriété de cliver différents 

zymogènes tels que les pro-stromélysines, les pro-collagénases, les élastases latentes 

(Mignatti et Rifkin, 1993) qui, activées, pourront à leur tour dégrader la matrice 

extracellulaire. Cette cascade d'activations protéasiques est représentée par la figure 8. La 

conversion du plasminogène en plasmine, quant à elle, est assurée par le biais de deux 

activateurs du plasminogène (PA), l'un de type tissulaire (tPA) ayant un rôle dans la 

thrombolyse, l'autre de type urokinase (uPA) ayant un rôle plus marqué dans le 

remodelage de la matrice (pour revues, voir Plow et al., 1995 ; Mak.simenko, 1995 ; 

Tkachuk et al., 1996). Notons que ce dernier est synthétisé sous une forme inactive (pro­

uPA) et que son clivage sous une forme active est réalisé par diverses protéases dont la 

plasmine elle-même (figure 9). L'activité des PA va être régulée de deux manières. La 

première fait intervenir un récepteur membranaire (par exemple uPAR) sur lequel 

l'activateur du plasminogène de type urokinase, synthétisé sous la forme de pro-activateur 

inactif, va se fixer avec une haute affinité et être clivé, entre autre par la plasmine, pour 

acquérir sa forme active. Cette interaction aura en plus pour effet de localiser l'activité 

enzymatique de l'uPA au niveau membranaire. Le deuxième type de régulation de 

l'activité des PA met en jeu des molécules inhibitrices regroupées sous le nom de PAl 

(Plasminogen Activator lnhibitor) dont les plus étudiés actuellement sont le PAI-l et le 

PAI-2. L'association du PAl à l'uPA lui-même associé à son récepteur va permettre 

l'internalisation et la dégradation de ce complexe à l'intérieur de la cellule et réguler de 

manière négative la conversion du plasminogène en plasmine à l'extérieur de la cellule. 

Le rôle de l'uPA dans les méchanismes de migration et d'invasion cellulaire a été 

clairement établi par Pepper et al. (1987) qui ont pu montrer que des cellules endothéliales 

en migration présentaient une forte activité uPA alors que la cessation des mouvements 

migratoires était reliée à une chute de l'activité uPA. Par ailleurs, une stimulation de 

l'angiogenèse par le FGF-2 provoque une augmentation de la production d'uPA 

(Montesano et al., 1986) qui peut être inhibée par des anticorps anti-FGF-2 (Sato et 

Rifkin 1988), ainsi qu'une augmentation du nombre d' uPAR à la surface cellulaire et de 
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complexes uPA-uPAR. De manière étonnante, l'angiogenèse est également accompagnée 

d'une élévation du taux de PAI-l dont le rôle serait de contrôler la dégradation matricielle 

et de la limiter à certains endroits bien précis (Pepper et al.. 1992 b). Il semble également 

qu'il faille dissocier l'effet du FGF-2 sur le système uPA de l'effet du FGF-2 sur la 

prolifération des cellules endothéliales (Isacchi et al., 1991). Par ailleurs des agents 

inhibiteurs de l'angiogenèse tels que le TGF-B ou des stéroïdes angiostatiques vont 

exercer leur effet en diminuant le taux d'activité uPA ou en augmentant la quantité de PAl 

synthétisée par les cellules endothéliales (Blei et al., 1993 ; Pepper et al., 1991). Dans un 

modèle de tubulogenèse in vitro induite par des fibroblastes MRC-5 sur des cellules 

épithéliales rénales, Montesano et al. (1991a) ont pu montrer que l'effet tubulogène des 

fibroblastes sécréteurs d'HGF/SF entraînait une augmentation de l'expression et de 

l'activité uPA ainsi qu'une augmentation des uPAR et que ces deux phénomènes 

pouvaient être inhibés par l'addition d'anticorps anti-HGF/SF (Pepper et al., 1992 a) ou 

d'aprotinine, inhibiteur de protéases. 

Dans le cas de la morphogenèse mammaire, la stromélysine-1 jouerait un rôle dans 

le branchement des canaux mammaires (Sympson et al., 1994). De hauts niveaux de 

collagénases ont pu être relevés lors de la gestation alors qu'ils sont plus faibles durant la 

lactation (Talhouk et al., 1991). Les ARNm du tPA commencent à être exprimés quatre 

jours après le début de 1 'involution mammaire chez la souris, période au cours de laquelle 

les alvéoles sécrétrices se dédifférencient (élimination de l'épithélium sécréteur de lait) et 

retrouvent leur anatomie de pré-gestation (Talhouk et al., 1992). Cette expression est 

accompagnée d'une expression des ARNm de la gélatinase et de la stromélysine sur une 

durée totale de sept jours (Talhouk et al., 1992 ; Dickson et Warburton, 1992). 

Parallèlement, les ARNm des TIMP et de PAI-l subissent un pic d'expression à 4-5 jours 

après le début d'involution. Ces deux molécules auraient un rôle dans le contrôle de 

l'involution en régulant le rapport entre protéases et inhibiteurs. Seules les alvéoles 

mammaires seraient alors modifiées et pas le mésenchyme mammaire environnant. Dans 

le cas du cancer du sein, des études immunologiques directes ou indirectes (dosages 

ELISA) ont mis en avant l'implication du système uPA/PAI dans l'invasion tumorale et 
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l'ont corrélée avec un mauvais pronostic. Jankun et al. (1993) ont mis en évidence une 

expression de l'uPA, de l'uPAR mais aussi du PAI-l plus forte dans les tumeurs 

mammaires malignes que dans les tumeurs bénignes ou dans le sein normal. Les études 

immunologiques réalisées par Pyke et al. (1993) dans les tumeurs mammaires ont 

également mis en évidence l'implication des macrophages qui expriment les uPAR dans 

32 cas sur 40. Des taux élevés d'uPA et de PAI-l vont être associés à un pronostic 

défavorable quant au temps de rechute et la survie du patient (Janicke et al., 1994 ; 

Foekens et al., 1994; Bouchet et al., 1994), ce qui peut panu"tre étonnant dans le cas de 

PAI-l mais qui pourrait s'expliquer par le fait que PAI-l stabiliserait la matrice en des 

points précis favorisant l'implantation des cellules tumorales (au niveau de la tumeur mais 

aussi au point de croissance de la métastase), la formation du stroma tumoral et 

l'angiogenèse tumorale (Foekens etal., 1994). Par contre, un taux élevé de PAI-2, qui a 

une affinité plus élevée pour l'uPA que le PAI-l, va pouvoir être associé à un pronostic 

favorable (Bouchet et al., 1994; Foekens et al., 1995 a). 

Ainsi, le développement normal et pathologique de la glande mammaire est un 

phénomène complexe mettant en jeu de nombreux facteurs de types endocrines ou 

paracrines, des interactions complexes entre l'épithélium mammaire, la membrane basale, 

le mésenchyme et le tissus adipeux mammaires ainsi qu'une balance étroite de la 

régulation des méchanismes de formation et de dégradation de la matrice extracellulaire. 
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OBJECTIFS DE RECHERCHE 

Sur la base de ces données bibliographiques et considérant le rôle important des 

migrations épithéliales dans les phénomènes de morphogenèse normale ou cancéreuse, 

nous avons voulu analyser l'implication éventuelle de l'uPA et de son inhibiteur, le PAI­

l, en créant des modèles in vitro de migration et d'invasion épithéliales mammaires. Dans 

notre étude, nous définissons la migration cellulaire comme un déplacement de cellules 

selon un plan bidimensionnel (à la swface de boîtes de culture par exemple). Quant à 

l'invasion cellulaire, nous la définissons selon un espace tridimensionnel, dans une 

matrice extracellulaire. 

Notre travail a consisté dans un premier temps à mettre au point des modèles in 

vitro de développement mammaire normal et pathologique pouvant réunir, de façon 

simplifiée, les différents effecteurs de ces phénomènes: 

1 - une matrice extracellulaire 

2 - un mésenchyme inducteur 

3 - un épithélium mammaire 

1 · la matrice extracellulaire 

Afm de réaliser des cultures tridimensionnelles, c'est-à-dire donner la possibilité à 

des cellules de se mouvoir dans tous les axes de l'espace, différents types de matrices 

extracellulaires sont disponibles dans le commerce et le plus utilisé en culture cellulaire est 

l'EHS. Cependant, sa composition riche en facteurs de croissance de tous types est un 

élément limitant dans l'interprétation des résultats obtenus avec cette matrice. Afin de ne 

pas faire intervenir ces facteurs de croissance exogènes, nous avons opté pour l'utilisation 

d'une matrice plus simple de composition: le collagène de type 1, obtenu à partir de 

tendons de queues de rat (technique apprise dans le Laboratoire de Morphogenèse du Pr. 

Montesano à Genève). 
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2 - le mésenchyme inducteur 

Dans nos modèles de reconstitution in vitro, nous nous sommes basés sur les 

résultats de Montesano et al. (1991 a, b) pour le choix du mésenchyme inducteur. En 

effet, cette étude a montré que des fibroblastes de types MRC-5, NIH 3T3, Swiss 3T3 

ainsi que leur milieu conditionné étaient capables d'induire une tubulogenèse à partir 

d'une suspension de cellules épithéliales de rein (MDCK) et que cette induction était le 

fruit de l'expression d'un facteur d'essaimage et de tubulogenèse: l'HGF/SF. Nous avons 

donc utilisé ces différents types de fibroblastes en tant que mésenchyme inducteur. 

3 - 1' épithélium mammaire 

La première approche a été d'utiliser comme épithélium un bourgeon mammaire 

prélevé au stade le plus précoce de la morphogenèse mammaire. Des coupes histologiques 

ainsi que des montages in toto ont été effectués sur des glandes mammaires de souris 

embryonnaires, néo-natales, pré-pubertaires et pubertaires afin d'évaluer l'état 

d'avancement morphologique de ces glandes au cours du développement. Chez des 

embryons de souris au stade embryonnaire E12 ( 12ème jour d'incubation), nous avons 

appris à localiser les bourgeons mammaires à leur stade initial. Ceux-ci, ainsi que ceux 

correspondant à des stades plus avancés, ont été utilisés initialement en tant qu'épithélium 

dans nos modèles. Autant que faire se peut, nous nous sommes attachés à travailler en 

système homologue (fibroblastes et cellules épithéliales issus de la même espèce). 

Cependant, les échecs successifs rencontrés quant à l'obtention d'une véritable 

morphogenèse mammaire nous ont obligés à changer notre orientation expérimentale. 

Nous avons alors utilisé non plus des bourgeons embryonnaires murins mais des lignées 

cellulaires humaines. Des cultures primaires de cellules épithéliales de sein nous ont 

donné des résultats morphologiques semblables à ceux que l'on peut observer in vivo 

(formation de tubules mammaires en présence de fibroblastes) lors des stades précoces de 

développement mammaire. L'utilisation de lignées immortalisées ainsi que de lignées 

cancéreuses hormo-dépendantes ou non nous a permis de pouvoir comparer le 

comportement de cellules qui ont perdu leur statut normal par rapport à celui des cultures 

pnmaues. 

45 



Après avoir défini les caractéristiques morphologiques de nos modèles de 

reconstitution in vitro et établi le rôle des différents effecteurs de cette morphogenèse 

expérimentale (rôle de la matrice extracellulaire, implication de facteurs de croissance), 

nous avons dans un deuxième temps appliqué ces modèles à l'étude des mécanismes de 

dégradation matricielle par les protéases dans les phénomènes de migration et d'invasion 

cellulaires. Nous nous sommes penchés plus particulièrement sur le rôle joué par 1 'uPA et 

l'un de ses inhibiteurs, le PAI-l, tous deux impliqués dans la cascade d'activation du 

plasminogène en plasmine dont la conséquence directe sera une dégradation de la matrice 

extracellulaire. 

Nous avons analysé le rôle de chacun des compartiments cellulaires (épithélium et 

mésenchyme) afin de déterminer s'il existe un "rapport de force" entre ces deux 

compartiments ou si chacun participe de manière active aux mécanismes de migration et 

d'invasion des cellules épithéliales mammaires. 

Dans cette optique, nous avons tout d'abord réalisé des dosages d'activité uPA 

ainsi que des dosages de PAI-l dans nos modèles de reconstitution. Ces différents 

dosages ont été réalisés sur les lysats cellulaires épithéliaux ainsi que sur leurs 

surnageants dans des conditions où les cellules épithéliales sont induites ou non par le 

mésenchyme. Les dosages de l'activité uPA ont été faits de manière indirecte par mesure 

d'une dégradation d'un substrat chromogène. Les dosages de PAI-l ont été réalisés à 

partir de kits ELISA. 

Nous avons ensuite cherché à déterminer l'implication de la composante 

mésenchymateuse dans ces mécanismes d'invasion et de migration cellulaire épithéliale. 

Nous avons donc également réalisé des dosages d'activité uPA et de PAI-l sur du 

mésenchyme soumis à l'action d'une stimulation épithéliale (fibroblastes stimulés par du 

milieu conditionné par les différents types épithéliaux utilisés précédemment). 

Nous avons analysé les résultats obtenus à partir des dosages d'activité uPA et de 

PAI-l réalisés sur les cellules épithéliales ainsi que sur les fibroblastes afin d'appréhender 

le rôle de ces deux molécules dans nos modèles de reconstitution in vitro d'invasion et de 

migration cellulaires épithéliales mammaires. 
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CHAPITRE I 

MISE AU POINT DE 
MODELES IN VITRO DE 

RECONSTITUTION MAMMAIRE 
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INTRODUCTION 

Dans cette première partie, notre travail a consisté à mettre au point des modèles in 

vitro de développement de glande mammaire normale ou cancéreuse afin de caractériser la 

capacité de cellules épithéliales à entreprendre une réorganisation morphologique. 

Une première série d'expériences a été effectuée à partir de prélèvements de 

bourgeons mammaires sur des embryons de souris âgés de 12,5 à 14,5 jours. Ces 

bourgeons ont été cultivés in vitro en matrice de collagène et en présence de fibroblastes 

connus pour produire un facteur d'essaimage et de tubulogenèse, l'HGF/SF. Nous avons 

travaillé dans un système homologue, c'est-à-dire dans lequel toutes les cellules 

proviennent d'une même espèce animale (dans ce premier cas, nous travaillons dans un 

système souris). 

Dans une deuxième série d'expériences, nous avons non plus utilisé des 

bourgeons mammaires embryonnaires mais réalisé des cultures à partir de cellules 

épithéliales mammaires humaines normales, immortalisées ou cancéreuses. Dans ce cas, 

le type de fibroblastes utilisés est la lignée pulmonaire embryonnaire humaine MRC-5. 

Les cellules épithéliales ont été cultivées tout d'abord en boîtes de culture en présence ou 

non de milieu conditionné par les fibroblastes MRC-5. Elles ont ensuite été placées dans 

un système tridimensionnel (gel de collagène) dans des conditions de co-culture avec les 

fibroblastes MRC-5 ou en présence de leur milieu conditionné. 

Enfin, dans une troisième série d'expériences, nous avons contrôlé la nature du 

facteur mésenchymateux produit par les fibroblastes MRC-5 et entraînant l'essaimage de 

certains de nos types cellulaires épithéliaux. 

MATERIEL ET METHODES 

1 REPERAGE DES GLANDES MAMMAIRES DE SOURIS 

Les glandes mammaires (paires abdominales n°4 et n°5) ont été prélevées sur des 

souris Swiss femelles à différents stades: embryonnaire (E), nouveau-né (N), jeune (J), 

jeune pré-pubertaire (J25: 25 jours après la naissance), jeune femelle vierge (J35), femelle 
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en gestation (G) et femelle en lactation (L). Les stades embryonnaires sont déterminés à 

partir de l'observation des bouchons vaginaux (jour embryologique EO) sur des femelles 

mises en accouplement pendant une nuit. A partir des prélèvements, trois types de 

manipulation ont été réalisés: 

-colorations histologiques, pour les stades Ell, E12, E14, E16, N, 110, J20, 

J25, J30, J35, L31. 

-montages in toto, pour les stades N, J9, 115, J23, J35, G17, LIS. 

- cultures organotypiques en gel de collagène, pour les stades embryonnaires 

El2àE14. 

1 :Repérage des glandes mammaires sur les embryons de souris 

Les souris femelles gravides sont tuées par dislocation cervicale au jour de 

gestation désiré. Après désinfection à l'alcool 96°, la peau est incisée circulairement sous 

les membres antérieurs et retournée pour laisser apparaître la paroi abdominale. Une 

entaille est pratiquée stérilement dans la cavité abdominale. Les cornes utérines sont 

prélevées à l'aide de pinces fines et plongées dans une solution saline de E.arle (Eurobio). 

Elles sont ensuite découpées en fragments à partir desquels seront retirés les embryons un 

à un. Après lavage en solution saline, ceux-ci sont fixés au Bouin ou au PAF, 

déshydratés, inclus en paraffine et sectionnés (cf: chapitre Il-l ci-après). Les coupes de 7 

pm d'épaisseur sont alors colorées au rouge nucléaire et au piero-indigo-carmin (cf: 

chapitre II-2 ci-après) et les sections situées au niveau des bourgeons manunaires sont 

localisées sous microscope. Afin de repérer ces bourgeons plus facilement sur les coupes 

(diamètre d'un bourgeon mammaire embryonnaire au stade E14: 150 Jlm), une autre 

méthode a consisté à prélever sous loupe binoculaire les glandes directement sur de jeunes 

embryons fixés au PAF (après avoir vérifié par examen des gonades que ce sont des 

femelles) et à les pré-inclure dans une solution de gélose à 1,5% colorée à l'éosine à 0,1% 

et rendue liquide par chauffage. Celle-ci est refroidie, des petits cubes de gélose contenant 

les fragments mammaires sont isolés, inclus en paraffine et sectionnés. Les glandes 

49 



mammaires qui ont été colorées de manière passive par la gélose sont ainsi localisées plus 

aisément que sur les coupes d'embryon complet. 

2 : Prélèvement des jllandes mammaires sur souris femelles néo-natales et adultes 

Des stades néo-nataux au stade lactation, les souris femelles sont tuées par 

dislocation cervicale, les glandes prélevées sous loupe binoculaire, fixées au PAF et 

préparées comme décrit ci-dessus pour les embryons (technique de pré-inclusion pour les 

glandes mammaires de souris néo-natales). 

II EXPLOITATION HISTOLOGIQUE ET MONTAGES IN TOTO 

1 : Coupes histoloiiques 

Les échantillons sont fixés toute une nuit dans une solution de paraformaldéhyde 

(PAF 4% ; phosphate monosodique 0,1 M; phosphate disodique 0,1 M; NaCl 9 g/1 ; 

Mg02 0,5 mM ; pH 7 ,4) ou dans une solution de Bouin Hollande acétique (acétate de 

cuivre 125 mM ; acide picrique saturé 116 mM ; 10% d'une solution de formol à 40% ; 

acide acétique pur 1,5% ). Ils sont ensuite rincés au PBS ou à l'eau (pour le bouin), 

déshydratés dans des bains d'alcools croissants (30° ; 700 ; 96° ; 100° ; 2 fois 30 mn 

chacun puis butanol toute une nuit) et inclus en paraffine après 6 h d'imprégnation. Les 

blocs de paraffine sont sectionnés en coupes de 7 JliD d'épaisseur collées sur des lames 

enduites au préalable d'ovalbumine. Celles-ci sont enfin mises à sécher à 37°C pendant 

. . . 
une semame mimmum. 

2 : Colorations histolo&igues 

Pour réaliser les colorations histologiques, les lames sont déparaffinées trois fois 5 

mn dans du toluène et rehydratées dans des bains d'alcools décroissants (alcool 100°, 2 

fois 5 mn; alcool96°, 5 mn; alcool70°, 5 min; eau bidistillée, 10 mn). Elles sont ensuite 

plongées dans une solution de rouge nucléaire (0,1 g de rouge nucléaire dans 100 ml de 

sulfate d'aluminium à 5%) pendant 10 mn, rincées 10 mn à l'eau courante et plongées 30 

sec. dans une solution de piero-indigo-carmin (0,25 g de carmin d'indigo dans 100 ml 
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d'une solution aqueuse saturée d'acide picrique). Elles sont enfin passées rapidement 

dans une solution d'eau acétique à 0,3%, déshydratées (alcool 70°, 30 sec. ; alcool 96°, 

30 sec. ; alcooll00°, 2 fois 5 mn ; toluène, 3 fois 5 mn) et montées au Xam (GURR, 

BDH Laboratory, England). 

3 : Monta&es in toto 

Les souris femelles sont tuées et les glandes mammaires prélevées sous loupe 

binoculaire à l'aide de pinces fines et de ciseaux de Dowell. Après fixation une nuit au 

Carnoy (6 V d'éthanol lOO, 3 V de chloroforme, 1 V d'acide acétique), les glandes sont 

dégraissées dans l'acétone (3 bains), réhydratées dans des bains d'alcools décroissants 

(96° et 70°) jusqu'à l'eau bidistillée puis colorées dans une solution de rouge nucléaire. 

Après rinçage à l'eau courante, les glandes sont alors déshydratées dans des bains 

d'alcools croissants jusqu'au xylène puis montées au Xam dans des lames creuses. 

III CULTURES ORGANOTYPIOUES 

1 : Préparation des &els de colla&ène 

Les gels de collagène sont préparés stérilement à partir de tendons de queues de rat 

dissous dans l'acide acétique: les tendons sont prélevés sur des queues de rat stérilisées 

dans de l'alcool à 70° puis mis à sécher. Ils sont ensuite plongés dans de l'acide acétique 

1/1 000 en respectant la proportion de lg de tendon sec pour 300 ml d'acide acétique. 

L'ensemble est mis en agitation pendant 48 h à 4°C. La solution subit alors une première 

centrifugation à 2 000 g pendant 10 mn à 4°C pour éliminer les grosses fibres puis subit 

une deuxième centrifugation à 16 000 g pendant lh à 4°C. Les surnageants sont ensuite 

aliquotés et congelés à -20°C jusqu'à utilisation. Après décongélation, chaque surnageant 

est dialysé contre 20 volumes de MEM dilué 10 fois pendant 18 h à 4°C en agitation. La 

solution stock de collagène ainsi préparée peut alors être gardée plusieurs jours à 4°C. 

Pour faire un gel de collagène (1,5-2 mg/ml), il suffit ensuite de mélanger rapidement sur 

un lit de glace 8 V de solution stock de collagène, 1 V de bicarbonate de Sodium à 22,2 
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g/1 et 1 V de MErvl 10 fois concentré, de répartir le mélange dans des plaques multipuits 

(24 puits, Gre in er) et de laisser à température ambiante pendant 10 mn. 

2 : Cultures or~anotypiques d'ébauches mammaires embzyonnaires 

La technique a consisté à prélever des bourgeons mammaires sur des embryons de 

souris aux stades E12 à E14 et à les cultiver en gel de collagène en présence ou non de 

différents types de fibroblastes (3T3, MRC-5, fibroblastes de sein) ou de milieu 

conditionné par les fibroblastes MRC-5. Toutes les manipulations sont réalisées en 

conditions stériles (salle stérile, instruments passés au poupine!, solutions filtrées sur 

membranes Millipore de porosité 0,22 Jlm). Les embryons sont prélevés stérilement selon 

la technique décrite dans le paragraphe 1-1 et déposés dans une solution saline de Earle. 

Sous loupe binoculaire, les bourgeons mammaires sont disséqués et plongés dans 

diverses solutions de trypsine (Trypsine Difco à 2% ; Trypsine!EDTA Séromed à 

0,5%/0,2% diluée ou non au 1/2; Trypsine!EDTA Eurobio à 0,05%/0,025% ; Trypsine 

Eurobio à 2,5% ). L'épithélium mammaire est délicatement pelé du mésenchyme sous­

jacent et l'action enzymatique est stoppée par utilisation de MEM contenant 50% de SVF. 

L'épithélium est ensuite emprisonné entre deux couches de collagène (2 x 300Jll/puits de 

16 mm de diamètre) et le tout est recouvert de 500 }ll de milieu conditionné ou non par les 

MRC-5 à diverses dilutions. ll peut également être emprisonné entre deux couches de 

collagène contenant pour la couche inférieure les fibroblastes (100 000 à 300 000 

fibroblastes/ml de collagène), le puits étant alors rempli de milieu de culture non 

conditionné. Les gels sont alors mis à 3~C en étuve de culture. 

IV CULTURES CELLULAIRES 

1 : Li~nées fibroblastiques 

Les NIH-3T3, fibroblastes embryonnaires de souris (fournis par C. Lagroux, 

IBL-UMR 319, Institut Pasteur, Lille, France) et les MRC-5, fibroblastes de poumons 

embryonnaires humains (ATCC: CCL 171, Eurobio, Les Ulis, France) ont été cultivés 
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dans du milieu essentiel minimum de Eagle avec sels de Earle (Earle's salt MEM, 

Eurobio) contenant 10% de sérum de veau foetal (SVF, Eurobio) préalablement 

décomplémenté par chauffage 30 mn à 56°C, 100 Ul/ml de péniciline (Eurobio), 100 

pg/ml de steptomycine (Eurobio), 40 pg/ml de gentamycine (Sigma Chemical Co, St 

Louis, Mo, USA), 2 mM de L-glutamine (Euro bio) et 1% d'acides aminés non essentiels 

(Eurobio). Leur repiquage en boîte de culture se fait après rinçage dans une solution saline 

de Earle sans calcium ni magnésium (Euro bio) et passage 5 mn à 37°C dans une solution 

de Trypsine!EDTA (0,05%/0,025%, Eurobio). 

2 : Préparation du milieu conditionné par les fibroblastes MRC-5 

Les fibroblastes MRC-5 sont ensemencés à raison de 120 000 cellules/ml en boîtes 

de culture (12 ml/boîte de 75 cm2). A subconfluence, le milieu de culture est aspiré, les 

cellules rincées deux fois puis chaque boîte de 75 cm2 est remplie avec 12 ml de milieu 

complet (avec sérum) ou de sevrage (milieu sans sérum contenant 5 pg/ml d'insuline, 30 

Jlgfml de transferrine et 2 Jlgfml de fibronectine). Après 48 h d'incubation, les milieux 

sont récupérés dans des tubes siliconés, centrigugés à 500 g pendant 10 mn pour éliminer 

les débris cellulaires et stockés à -20°C jusqu'à utilisation. 

3: Li~ées épithéliales mammaires 

Les cellules MDA-MB-231 (ATCC: HTB 26), cellules épithéliales hormono­

indépendantes de cancer de sein et les cellules MCF-7 (ATCC: HTB 22), cellules 

épithéliales hormono-dépendantes de cancer de sein, ont été fournies par le Dr. J-P. 

Peyrat du Centre Oscar Lambret (Lille) et cultivées respectivement entre les passages 

P477 à P506 et P20 à P47. Les cellules HBL-100 (ATCC: HTB 24), cellules isolées à 

partir de lait humain mais immortalisées par l'antigène T du SV 40, ont été fournies par le 

Pr. Crépin (Bobigny, France) et cultivées entre les passages P50 à P70. Ces trois lignées 

mammaires ont été cultivées dans un milieu identique au milieu des fibroblastes MRC-5 

mais contenant en plus 5 Jlgfml d'insuline (Organon, Sérifontaine, France). Toutes les 

lignées cellulaires sont incubées à 37°C en atmosphère humide dans un mélange 5% C02, 

95% air. 
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4 : Cultures primaires de cellules épithéliales et de fibroblastes de sein 

Les cultures primaires de cellules épithéliales mammaires normales humaines 

(CEMN) et de fibroblastes mammaires normaux humains ont été préparées par le Dr. 

Xuefen Dong-Le Bourhis à partir de réductions mammaires selon la technique de Berthon 

et al. (1992): l'échantillon mammaire est dégraissé et dilacéré en fins morceaux dans du 

SVF puis mis à 37°C en agitation en présence de collagénase de type XI (450 à 500 

UI/ml, Sigma) et de hyaluronidase (1.50 à 2.50 UI/ml, Sigma) pendant 4 à 5 h en milieu 

sans sérum. Les organoïdes (amas de cellules) sont ensuite récupérés par centrifugation 

(1000 g, 30 mn) sur gradient de densité (ficoll, 10 ml/tube de 50 ml). L'interface est 

récupérée et rincée deux fois dans du milieu sans sérum par centrifugation (1 000 g, 15 

mn). Le dernier culot est repris dans du milieu de base: milieu constitué de DMEJHAM F-

12 (111, Sigma), d'HEPES à 10 mM, de L-Glutamine à 2 mM, de péniciline à 100 Ul/ml, 

de steptomycine à 100 pg/ml, de gentamycine à 4 pg/ml et de fongizone à 0,25 ng/ml. Ce 

mélange est centrifugé rapidement à 200 g et le surnageant contenant les fibroblastes est 

récupéré pour être mis en boîtes de culture. Ces fibroblastes mammaires sont ensuite 

cultivés comme les fibroblastes MRC-5. Le culot contenant les organoïdes épithéliaux est 

réparti en boîtes de culture dans un milieu riche: milieu identique au milieu précédent mais 

contenant en plus de l'insuline à 10 pg/ml, du cortisol à 5 x 10-6 M (Sigma), de la toxine 

cholérique à 100 ng/ml (Sigma), de l'EGF à 2 ng/ml (Sigma), du CaCl2 à 1,05 mM, du 

sérum de veau foetal à 5%. Les organoïdes vont adhérer au fond des boîtes et après 

quelques jours, des cellules épithéliales vont commencer à essaimer sur le plastique. 

Lorsque les cellules sont confluentes, on les met en présence d'un milieu à faible teneur 

en calcium (CaCl2 60pM ; sérum de veau chélaté sur Chelex 100, Sigma) qui permettra 

aux cellules en division de se détacher du tapis épithélial et de flotter dans le milieu de 

culture. Ces cellules pourront être récupérées par centrifugation et reparties dans de 

nouvelles boîtes en présence de milieu riche. 
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V ETUDE DU COMPORTEMENT DES CELLULES EPITHELIALES 

MAMMAIRES EN CULTURES BIDIMENSIONNELLES (2 Dl 

Les cellules épithéliales ont été ensemencées sur revêtement plastique traité pour la 

culture cellulaire à raison de 60 000 cellules/ml (10 000 cellules/cm2) dans leur milieu 

respectif et leur comportement a été observé sous microscope inversé à contraste de phase 

(Olympus IMT2). 

L'effet du milieu conditionné par les fibroblastes MRC-5 a été observé en mettant 

les cellules épithéliales en présence d'un mélange de milieu complet et de milieu 

conditionné MRC-5 ( 111 ), mélange renouvelé tous les 2 jours pendant 6 jours. 

VI ETUDE DU COMPORTEMENT DES CELLULES EPITHELIALES 

MAMMAIRES EN CULTURES TRIDIMENSIONNELLES (3 Dl 

La technique consiste à recréer un épithélium mammaire primitif en déposant à 

haute densité des cellules épithéliales entre deux couches de collagène. Un premier gel 

contenant 500 000 fibroblastes/ml est coulé au fond d'un puits (300 pl) et recouvert par 

150 pl de gel ne contenant pas de cellules. Au centre de cette couche est alors déposée une 

goutte (10 pl) de suspension concentrée de cellules épithéliales contenant 20 000 cellules 

MCF-7, 25 000 cellules MDA-MB-231, 25 000 cellules HBL-100 ou 50 000 CEMN. 

L'ensemble est mis à 37°C pendant 1 h pour permettre l'attachement des cellules. Après ce 

laps de temps, la suspension cellulaire constitue une micromasse et est recouverte de 200 

pl de gel puis de 500 pl de milieu de culture pour cellules épithéliales. L'ensemble est mis 

à 37°C en étuve de culture. Dans les puits témoins, le gel inférieur ne contient pas de 

fibroblastes. Le milieu est renouvelé tous les 2 jours. 

L'effet du milieu conditionné par les fibroblastes MRC-5 sur les cellules 

épithéliales est apprécié en supprimant les fibroblastes du gel inférieur et en traitant les 

micromasses avec un mélange (1/1) de milieu de culture de cellules épithéliales et de 

milieu conditionné MR.C-5, mélange renouvelé tous les deux jours pendant 7 jours. 

55 



Chaque type de culture a été fixé et inclus en paraffine selon la technique 

précédemment décrite et utilisé ensuite pour la réalisation de colorations histochimiques 

ainsi que pour des tests immunocytologiques. 

YU CONTROLE DE LA NATURE DU FACTEUR MESENCHYMATEUX 

D'ESSAIMAGE ET DE TUBULOGENESE 

Les cellules HBL-100 ont été cultivées en collagène selon la technique décrite 

précédemment. Différents types de stimulations ont été réalisés: 

- stimulation par de l'HGF/SF recombinant humain (fourni par le Dr. Nakamura, 

Japon) à la concentration de 20 ng/ml. 

- co-culture avec des fibroblastes MRC-5 (protocole standard) en présence 

d'anticorps neutralisants anti-HGF (fourni par le Dr. Nakamura) dilués au 1/500. 

- stimulation par du milieu conditionné par les fibroblastes MRC-5 (protocole 

standard) pré-incubé au préalable pendant 6 h à 3~C avec des anticorps neutralisants anti­

HGF dilués au 11500. 

RESULTATS 

I COMPORTEMENT DES EBAUCHES MAMMAIRES EMBRYONNAIRES 

DE SOURIS EN CULTURFS 3D 

1 : Repérage anatomo-morphologique de la ~:lande mammaire chez la souris 

Avant d'effectuer les tests expérimentaux de cultures en collagène, une étude 

anatomo-morphologique de la glande mammaire de souris a été nécessaire afm 

d'apprendre à localiser ces glandes mammaires non seulement chez la souris jeune ou 

adulte mais également, et surtout, sur les stades embryonnaires. Nous avons donc réalisé 

des séries de coupes histologiques et de montages in toto sur des embryons murins 

(stades E11,5 à E19,5), des glandes mammaires de souris femelles aux stades néo-natal, 

prépubertaire, pubertaire, adulte, en gestation, en lactation et en involution. Les résultats 
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sont regroupés sur les planches 1 et 2. Ils montrent la formation de la crête mammaire (pl. 

lA) puis le regroupement des cellules de cette crête pour constituer les ébauches 

(bourgeons) mammaires (pl. lB). Ces bourgeons augmentent de taille et s'enfoncent dans 

le mésenchyme sous-jacent (pl. lC-D). A la naissance, la glande est constituée d'un 

réseau tubulaire primitif (pl. lE et 2A) qui va évoluer lentement chez la jeune souris (pl. 

IF, 2B-C) puis plus rapidement lors de la puberté, avec apparition des bourgeons 

tubulaires terminaux (pl. lH). En fonction de l'état physiologique de l'animal (gestation 

pl. 2F, lactation pl. 2G), nous voyons que ce réseau tubulaire a une structure qui évolue 

avec mise en place des acini dans lesquels le lait va être stocké. Au moment de 

l'involution, la glande mammaire subit un profond remaniement morphologique avec 

disparition des acini sécréteurs (pl. 2H) puis elle va retourner dans un état physiologique 

comparable à celui observé avant la gestation. 

Grâce à cette étude préliminaire d'observation de coupes histologiques, nous 

avons appris à repérer les stades de développement mammaire embryonnaire (stade 

lenticulaire, en bourgeon ... ), étape nécessaire pour l'établissement des conditions de 

prélèvements dans le protocole de culture in vitro. Cette étude conforte les données 

générales extraites de la littérature (cf. Généralités, Chap.l). 

2 : Modèle de reconstitution in vitro réalisé à partir d'ébauches embzyonnaires 

Nous avons tenté de mettre au point un modèle simple de développement normal 

de glande mammaire in vitro en prélevant des ébauches épithéliales mammaires sur de 

jeunes embryons de souris (stades E12 à E14) et en les nettoyant de leurs fibroblastes. 

Ces ébauches ont ensuite été cultivées dans un gel de collagène reconstitué contenant des 

fibroblastes inducteurs, ceci afin de fournir un environnement et un contexte 

tridimensionnel nécessaires à une formation tubulaire. 

Nous avons tout d'abord testé différents types de solution de dissociation 

épidermique de concentration variable en trypsine afin de déterminer la solution optimale 

permettant de prélever de l'épiderme mammaire avec le moins de contamination 

mésenchymateuse. 
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Les ébauches embryonnaires de stade E14,5 présentent un bourgeon mammaire 

relativement bien développé (pl. 1 C) a priori facilement prélevable sur les embryons. 

Cependant, de part leur constitution (long pédoncule reliant le bourgeon à l'épiderme), 

elles ont dû être abandonnées car trop souvent lors de la dissection, le pédoncule se rompt 

ou, lorsqu'il est présent, il amène une contamination mésenchymateuse. Les différentes 

mises au point ont été poursuivies à partir d'embryons murins agés de 12,5 jours 

présentant des ébauches embryonnaires nettement moins développées (pl. lB) mais 

situées en surface. A partir de différentes ébauches embryonnaires prélevées à ce stade, 

nous avons pu déterminer des conditions de dissociation épiderme-mésoderme qui 

consistent en une solution de trypsine à 2,5 % dans laquelle les ébauches sont placées 

pendant 15 mn à température ambiante. 

Quelques résultats obtenus à partir de ces différentes cultures d'ébauches 

mammaires en collagène sont regroupés sur les planches 3 et 4. 

Dans un seul cas (planche 3), nous avons obtenu un début de développement 

tubulaire mammaire en co-cultivant une ébauche mammaire El2,5 avec des fibroblastes 

3T3: après 5 jours de culture, une excroissance s'est développée sur l'ébauche et s'est 

mise à se diviser pour former deux cordons qui ont poursuivi leur croissance jusqu'au 

huitième jour après la mise en culture, date à laquelle l'expiant s'est entièrement nécrosé. 

Dans les autres cas (planche 4), la culture d'ébauches embryonnaires, que ce soit 

en présence de fibroblastes murins (pl. 4G) ou d'autres fibroblastes tels que les MRC-5 

ou des fibroblastes issus de sein, ou en présence de milieu conditionné par les fibroblastes 

MR.C-5 (pl. 4D-F), n'a pas abouti à la formation de structures tubulaires nettement 

définies et morphologiquement différentes de celles obtenues en conditions témoins (pl. 

4A-C). 

A la suite de ces résultats, nous avons modifié notre protocole expérimental en 

utilisant en lieu et place de l'épithélium lna.mmaire embryonnaire un épithélium mammaire 

recréé à partir de quatre types cellulaires épithéliaux mammaires cultivés in vitro. 

L'utilisation de ces différents types cellulaires nous a permis de mettre au point différents 
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Planche 3 : bourgeon mammaire embryonnaire cultivé en collagène en présence de 

fibroblastes 3T3. Après 5 j de culture, remarquer l'apparition d'un tubule. Après 8 j, le 

tubule s'est divisé en deux et poursuit son élongation à l'intérieur du gel de collagène. 
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modèles in vitro de reconstitution mammaue (développement mammaue normal et 

développement mammaire cancéreux) : 

- Dans un premier temps, nous avons cultivé ces types cellulaires sur un 

support plastique spécialement traité pour la culture et observé l'effet du milieu 

conditionné préparé à partir de fibroblastes inducteurs MRC-5. Nous avons pu ainsi 

déterminer si ces types cellulaires étaient sensibles à des facteurs diffusibles secrétés par la 

composante mésenchymateuse. 

- Dans un deuxième temps, nous avons réalisé les mêmes expériences que 

celles décrites ci-dessus en apportant comme élément nouveau la présence d'une matrice 

extracellulaire (gel de collagène). Nous établissons ainsi des conditions expérimentales 

proches de celles rencontrées in vivo lors du développement mammaire, qu'il soit normal 

ou cancéreux: présence d'une matrice extracellulaire supportant les mécanismes 

d'adhérence et d'invasion cellulaire, de dégradation matricielle et présence d'un 

mésenchyme inducteur. 

II COMPORTEMENT DES CELLULES EPITHELIALES MAMMAIRES 

EN CULTURES 2 D 

Dans cette expérience, les différents types cellulaires sont ensemencés en boîtes de 

culture et mis en présence de 50% de milieu de culture de cellules épithéliales et 50% de 

milieu conditionné par les fibroblastes MR.C-5. Leur comportement est observé pendant 6 

jours de cultures. 

1 : Cellules normales CCEMN) 

En conditions standards, c'est-à-dire en absence de milieu conditionné par les 

fibroblastes MRC-5, les CEMN forment une population hétérogène composée de cellules 

rondes à cuboïdales plus ou moins dispersées, formant par endroits un épithélium à 

confluence, et de cellules bipolaires présentant des expansions cytoplasmiques (pl. SA). 
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Planche 4 : Cultures organotypiques en gel de collagène d'explants mammaires prélevés 

sur des embryons de souris âgés de 12,5 à 14,5 jours. A: épithélium+mésenchyme non 

dissociés; B-C: épithélium seul; D, F: épithélium seul+milieu conditionné MRC-5 après 

7j; E: épithélium seul+milieu conditionné MRC-5 après 9j; G: épithélium seul co-cultivé 

en présence de fibroblastes 3T3. La morphologie des explants reste similaire quelles que 

soient les conditions de cultures. 





En présence de milieu conditionné par les fibroblastes MRC-5, la morphologie des 

CEMN ne semble pas affectée puisqu'elle reste semblable à celle observée précédemment 

(pl. 5E). 

2 : Cellules HBL-1 00 

En cultures témoins, ces cellules présentent une morphologie typiquement 

épithéliale avec une population cellulaire homogène poussant en clones et fonnant 

rapidement un épithélium sur le fond de la boîte (pl. 5B). 

En présence de milieu conditionné par les fibroblastes, les cellules HBL-100 

adoptent une morphologie complètement différente de celle observée en conditions 

témoins puisqu'au lieu de pousser sous la forme de clones, les cellules se dispersent sur 

tout le fond de la boîte et présentent de nombreuses expansions qui leur donnent une 

allure fibroblastoïde (pl. 5F). Ainsi, ce type cellulaire semble répondre à un inducteur de 

type "facteur d'essaimage" apparemment présent dans le milieu conditionné. 

3 : Cellules MCF-7 

Ces cellules de morphologie typiquement épithéliale poussent sous la fonne de 

clones compacts qui présentent à leur périphérie des cellules étoilées (pl. 5C). 

En présence de milieu conditionné, le comportement de ces cellules n'est pas 

modifié (pl. 5G). 

Il est à noter que dans les deux cas, arrivées à confluence, les cellules se nécrosent 

rapidement et meurent. De plus, lors du repiquage, le rinçage des cellules par une solution 

sans Calcium ni Magnésium avant passage dans la trypsine augmente considérablement 

leur décollement comparé à l'utilisation de trypsine seule, ce qui souligne l'importance des 

mécanismes d'adhérence et de cohésion cellulaires dans cette lignée de cellules 

cancéreuses. 

4 : Cellules MDA-MB-231 

Parmi les quatre types cellulaires étudiés, c'est cette lignée qui présente la plus 

importante faculté de migration puisque déjà en culture témoin, les cellules MDA-MB-231 
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Planche 5: effet du milieu conditionné des fibroblastes MRC-5 sur la morphologie des 

cellules épithéliales mammaires humaines en cultures bidimensionnelles. 

A, B, C, D: cultures témoins. E, F, G, H: stimulation par le milieu conditionné MRC-5. 

A, E: CEMN. B, F: cellules HBL-100. C, G: cellules MCF-7. D, H: cellules MDA­

MB-231. 





ne poussent pas en clônes mais se répartissent de manière uniforme sur le fond des boîtes 

de culture. Plutôt qu'épithéliale, leur morphologie est d' allure fibroblastoïde et se traduit 

par une forme allongée et souvent bipolaire (pl. 5D). 

La présence de milieu conditionné par les fibroblastes MRC-5 ne fait qu'accentuer 

cet aspect, ce qui se traduit par un effilement encore plus important des cellules (pl. 5H). 

Cet effilement reflète un phénomène de dispersion cellulaire et révéle ainsi qu'un facteur 

mésenchymateux stimule la motilité de ces cellules. Cette lignée semble donc être 

également sensible à un facteur mésenchymateux d'essaimage. 

Ainsi, dans cette première série expérimentale, nous avons pu mettre en évidence 

deux lignées cellulaires qui répondent sur le plan morphologique à une stimulation par le 

milieu conditionné des fibroblastes MRC-5: 

- la lignée HBL-100 qui répond aux fibroblastes MRC-5 par un 

phénomène d'essaimage et de migration, 

- la lignée MDA-MB-231 qui répond aux fibroblastes MRC-5 par une 

accentuation de son phénotype fibroblastoïde et de sa dispersion. 

III COMPORTEMENT DES CELLULES EPITHELIALES MAMMAIRES 

EN CULTURES 3 D 

Dans ce protocole expérimental, les cellules épithéliales sont ensemencées à forte 

concentration dans des gels de collagène en présence ou non de fibroblastes MRC-5 ou de 

50% de milieu conditionné par ces fibroblastes et de 50% de milieu de culture de cellules 

épithéliales. Leur comportement est observé pendant 7 jours. Les gels sont ensuite fixés, 

inclus en paraffines et analysés par histochimie (coloration au piero-indigo-carmin/rouge 

nucléaire ou coloration à l'hématoxyline de Hansen). 

Avant d'effectuer ces observations, nous avons au préalable réalisé une série de 

cultures afin de déterminer la concentration optimale du dépot de cellules épithéliales entre 

les deux couches de collagène. Ainsi, nous avons testé des gammes de concentration 

décroissante en cellules épithéliales: 100 000, 50 000, 25 000, 12 500 et 6 250 
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cellulesllOJll. Après 7 jours de culture, l'état de la micromasse est observé: pour tous les 

types cellulaires, il y a nécrose complète pour la concentration de 100 ()(X) cellules/lü Jll. 

Dans le cas des cellules normales dont la croissance est relativement lente, la concentration 

de 50 000 cellules/lü Jll permet de maintenir les micromasses pendant plus d'une semaine 

sans apparition de nécrose cellulaire. Pour les lignées cellulaires qui ont une croissance 

plus rapide, nous avons du utiliser la concentration de 25 ()(X) cellules/lü }tl dans le cas 

des cellules HBL-100 et des cellules MDA-MB-231. En ce qui concerne la lignée MCF-7, 

nous avons utilisé une concentration inférieure (2ü 000 cellules/lü }tl) pour laquelle les 

cellules forment encore un epithélium jointif lors du dépot. Cependant, la nécrose est 

rapide et inévitable et les cultures n'ont pu être menées à terme (6 à 7 jours) que dans de 

rares cas. Des stimulations hormonales (oestrogènes) ont été réalisées sur ce type de 

cultures mais n'ont pas amélioré la survie en collagène. 

1 :CEMN 

Lorsque les cellules normales sont cultivées en absence de fibroblastes MRC-5 ou 

de milieu conditionné, on observe au niveau de l'épithélium reconstitué en gel de 

collagène la formation de quelques cordons épithéliaux sans pour autant pouvoir déceler et 

pendant la culture et à l'observation sous microscope inversé la mise en place de lumière à 

l'intérieur de ces cordons (pl. 6A). Sur coupes histologiques, on peut voir que 

l'épithélium est pseudo-stratifié mais que les cordons ne présentent effectivement pas de 

lumière (pl. 6B). 

Par contre, en condition de co-culture (pl. 6C) ou en présence de milieu 

conditionné par les fibroblastes MRC-5 (pl. 6E), on observe après 3 jours une 

morphologie rappelant un développement normal avec apparition de nombreux tubules 

périphériques qui augmentent en nombre et en taille au fil des jours et s'organisent en 

arborescence. Les coupes réalisées à partir de ces cultures (pl. 6D) ont pennis de 

confirmer l'existence d'une lumière au niveau des tubules mammaires périphériques mais 

également au niveau de la zone d'ensemencement qui se délamine, suggérant ainsi une 

polarisation des cellules épithéliales mammaires. Elles ont de plus montré l'importante 
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pénétration des cellules épithéliales sous forme de tubules au niveau des gels inférieurs et 

supérieurs tout autour de la micromasse. 

La culture en collagène de ce type cellulaire normal permet de décrire l'acquisition 

par ces cellules d'un phénotype nouveau suggérant: 

- une capacité de répondre à un stimulus provenant de facteurs diffusibles 

mésenchymateux, 

- une capacité de former des tubules mammaires analogues à ceux observés in vivo 

lors des stades précoces de développement mammaire. 

Notons que les mêmes résultats ont été obtenus en présence de fibroblastes isolés 

à partir de biopsies mammaires normales. 

2 : Cellules HBL-1 00 

En conditions témoins, l'épithélium reconstitué par les cellules HBL-100 présente 

à sa périphérie de nombreuses cellules émettant vers l'extérieur des prolongements 

cytoplasmiques qui restent cependant de taille réduite (pl. 6F). En coupe, on observe un 

épithélium unistratifié n'émettant pas de cellules vers les deux gels environnants (pl. 6G). 

En présence de fibroblastes MRC-5 (pl. 6H) ou de leur milieu conditionné (pl. 

61), le comportement des cellules HBL-100 est modifié dans le sens d'une formation d'un 

réseau de fins cordons épithéliaux qui s'étirent en périphérie de l'inoculat et qui vont 

croître avec la durée de la co-culture ou du traitement par le milieu conditionné. On ne peut 

cependant pas parler de structures tubulaires au sens strict puisque, comme l'ont confirmé 

les coupes histologiques, il n'y a jamais de formation de lumière mais plutôt un 

alignement de cellules les unes derrière les autres (pl. 61). 

Dans ces conditions, les cellules présentent donc une capacité à répondre 

morphologiquement à une induction mésenchymateuse. Cette réponse se traduit dans un 

contexte tridimensionnel par une invasion du collagène sous forme de cordons cellulaires 

qui certes ne peuvent être morphologiquement comparables à une structure mammaire 

normale mais présentent cependant une organisation relative (invasion groupée). 
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Planche 6 : effet des fibroblastes MRC-5 et de leur milieu conditionné sur la morphologie 

des CEMN et des cellules HBL-100 en cultures tridimensionnelles. 

A, B, C, D, E: CEMN. F, G, H, 1, J :cellules HBL-100. A, F: cultures témoins. B, G 

: coupes histologiques des cultures témoins. C, H : co-cultures en présence de 

fibroblastes MRC-5. D, I: coupes histologiques des co-cultures. E, J: stimulation par le 

milieu conditionné MR.C-5. 
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3 : Cellules MCF-7 

En conditions témoins, ces cellules ont la faculté de former des amas cellulaires 

isolés à partir desquels cependant aucune formation tubulaire n'émergera (pl. 7A). Sur les 

coupes histologiques, on peut s'apercevoir que l'inoculat initial a disparu et se trouve 

remplacé par des amas (pl. 7B) qui peuvent être séparés les uns des autres par des débris 

cellulaires que nous considérons comme le résultat de la dégradation de cellules mortes. 

En conditions de co-culture (pl. 7C) ou en présence de milieu conditionné (pl. 

7E), le phénotype observé est le même que celui obtenu en conditions témoins. On pourra 

remarquer cependant dans quelques cas la présence d'une cavité à l'intérieur des amas 

(pl.7D). 

Dans ce cas donc, contrairement aux cellules normales et aux cellules HBL-100, 

l'environnement tridimensionnel ne permet pas aux cellules de manifester des capacités 

morphogènes en réponse à un stimulus mésenchymateux. 

4: Cellules MPA-MB-231 

Lorsque ces cellules sont cultivées en gel de collagène sous forme d'épithélium 

reconstitué, celui-ci laisse apparaître dès 48 h de culture de nombreuses expansions 

cytoplasmiques provenant des cellules situées à la périphérie de la zone d'ensemencement 

qui se mettent à envahir le collagène environnant Après 7 jours de culture, 1 'invasion des 

cellules :MDA-MB-231 a abouti à la formation d'un épithélium pluristratifié (pl. 7F) et 

d'un réseau périphérique constitué d'un enchevètrement anarchique de cellules (pl. 7G). 

La présence de fibroblastes MRC-5 (pl. 7H) ou de leur milieu conditionné (pl. 7J) 

n'entraîne pas la mise en place de formations tubulaires ni de cordons cellulaires mais 

accentue la rapidité d'invasion du collagène. Les coupes histologiques réalisées sur ce 

type de culture confirment l'importante pénétration des cellules dans le collagène 

environnant à partir d'un épithélium pluristratifié présentant à sa périphérie de nombreuses 

cellules filiformes (pl. 71). 
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Planche 7: Effet des fibroblastes MRC-5 et de leur milieu conditionné sur la morphologie 

des cellules MCF-7 et des cellules :MDA-MB-231 en cultures tridimensionnelles. 

A, B, C, D, E: cellules MCF-7. F, G, H, I, J: cellules l\tiDA-MB-231. A, F: cultures 

témoins. B,G: coupes histologiques des cultures témoins. C, H: co-cultures en présence 

de fibroblastes MRC-5. D, I: coupes histologiques des co-cultures. E, J: stimulation par 

le milieu conditionné MRC-5: 
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Tableau 2: effets des fibroblastes MRC-5 ou de leur milieu conditionné (MC) sur le 
comportement des cellules épithéliales mammaires humaines en cultures 2 D et 3 D. 

2D 3D 

Témoin MC Témoin MRC-5 on MC 

population hétérogène pop. hétérogène épithélium unistratifié tubules 

CEMN quelques cordons lumière 

=> aucune modification => tnbnlogenèse 

aspect épithélial aspect fibroblastoïde épithélium unistratifié épith. pluristratifié 

HBL-100 clônes répartition uniforme peu d'ekpanSion cordons pluricellulaires 

=> essaimage => invasion groupée 

clônes cl ô nes amas cellulaires amas cellulaires 

MCF-7 (quelques cavités) 

=> aucune modification => aucune modification 

aspect fibroblastoïde cellules + effilées épith. pluristratifié épith. pluristratifié 

MDA-MB-231 répartition uniforme répartition uniforme dissémination dissémination+ forte 

=> essaimage potentialisé => invasion potentialisée 



Les différents résultats obtenus avec les quatre types cellulaires utilisés aussi bien 

en cultures bidimensionnelles qu'en cultures tridimensionnelles ont été résumés dans le 

tableau2. 

A la lueur de ces résultats, nous observons que la présence d'un contexte 

tridimensionnel influe sur les capacités morphogènes de certains types épithéliaux 

mammaires sous l'action d'un stimulus mésenchymateux: alors qu'en deux dimensions, 

la réponse des cellules ne peut se concrétiser que dans le sens d'un essaimage sur le 

plastique, nous voyons qu'en trois dimensions, cette réponse se fait dans le sens d'une 

organisation semblable à celle qu'auraient les cellules dans un contexte physiologique 

rencontré in vivo. Des cellules normales (CEl\1N) vont donner un réseau tubulaire, des 

cellules immortalisées (HBL-100) vont donner un réseau moins organisé mais pas encore 

anarchique. Le contexte tridimensionnel va potentialiser les capacités invasives des 

cellules hormono-indépendantes MDA-MB-231 mais il semble sans effet sur les cellules 

MCF-7 hormono-dépendantes. 

IV IMPLICATION DE L'HGF/SF DANS NOS MODELES DE 

RECONSTITUTION MAMMAIRE IN VITRO 

Mm de mieux cerner la nature du (ou des) facteur(s) de stimulation 

mésenchymateux sur le comportement des cellules mammaires cultivées en trois 

dimensions et en nous basant sur les résultats de Montesano et al. (1991 b), nous avons 

pris comme postulat de départ qu'un candidat possible était l' HGF/SF. Sur la lignée 

cellulaire HBL-100, nous avons réalisé des tests d'inhibition par utilisation d'anticorps 

neutralisants anti-HGF en présence de fibroblastes MR.C-5 ou de milieu conditionné par 

ces fibroblastes. Nous avons également tenté de mimer la morphologie obtenue sur les 

cellules HBL-100 stimulée par les fibroblastes MR.C-5 en utilisant de l'HGF/SF 

recombinant humain. Les résultats sont regroupés sur la planche 8. En présence 

d'anticorps neutralisants anti-HGF, nous avons mis en évidence l'incapacité des cellules à 

former des cordons cellulaires épithéliaux sous l'effet des fibroblastes MR.C-5 (pl. 8H) ou 
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Planche 8: morphogenèse tridimensionnelle des cellules HBL-100 et rôle de 11-IGF/SF. 

A: culture témoin. B: stimulation par du milieu conditionné MRC-5. C: stimulation par du 

milieu conditionné + anticorps non relevant. D: stimulation par du milieu conditionné + 

anticorps anti-HGF/SF. E: stimulation par de 11-IGF/SF. F: co-cultures HBL-100/MRC-

5. G: co-cultures+ anticorps non relevant. H: co-cultures+ anticorps anti-HGF/SF. 





de leur milieu conditionné (pl. 8D). La morphologie obtenue est semblable à celle obtenue 

avec des cellules HBL-100 non stimulées (pl. 8A). De plus, des cellules HBL-100 

cultivées en trois dimensions sans fibroblastes ni milieu conditionné vont développer sous 

l'action d'une stimulation par de l'HGF/SF recombinant humain une poussée de cordons 

cellulaires (pl. 8E) identique à celle obtenue sur des cellules stimulées par des fibroblastes 

MRC-5 (pl. 8F) ou leur milieu conditionné (pl. 8B). Il semble donc que le facteur de 

stimulation présent dans le milieu conditionné des fibroblastes MRC-5 (ou dans les co­

cultures) et à l'origine du changement morphologique des cellules HBL-100 cultivées en 

collagène soit une (des) molécule(s) immunologiquement apparentée(s) à l'HGF/SF. 

DISCUSSION 

Comme nous l'avons décrit précédemment, les interactions épithélio­

mésenchymateuses via la production de facteurs de croissance sont 1 'un des éléments clés 

de la formation de la glande mammaire. Dans cette première partie de notre travail, nous 

avons voulu établir in vitro des modèles simplifiés de reconstitution mammaire normale 

ou cancéreuse en prenant comme élément de départ de l'épithélium mammaire que nous 

avons soumis à l'influence de mésenchyme inducteur. Les travaux réalisés par David et 

Propper (1964) sur des glandes mammaires embryonnaires de lapin en culture 

organotypique avaient permis l'obtention d'une morphogenèse mammaire normale mais 

limitée à ses stades les plus primitifs: après une semaine de culture, le stade de 

développement d'un bourgeon mammaire prélevé sur un embryon âgé de 12 jours 

correspond au stade mammaire observé chez l'embryon de 20 jours. Les études menées 

sur de l'épithélium mammaire dissocié et réassocié à différents types de mésenchymes 

(Propper, 1972 ; Sakakura et al., 1976) de même que des expériences de co-culture 

épithélium mammaire-adipocytes avaient mis en évidence l'importance du mésenchyme 

sur la morphogenèse de l'épithélium mammaire. Puis, dans les années 1990, de 

nombreux travaux ont révélé le rôle de l'HGF/SF en tant que facteur morphogène sécrété 

par les fibroblastes. Des expériences de co-cultures effectuées sur des cellules épithéliales 

rénales (MDCK) et différents types de fibroblastes (Montesano et al., 1991a) ont abouti à 
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la formation d'une tubulogenèse par les MDCK et ces mêmes auteurs ont pu démontrer 

que le facteur impliqué dans cette tubulogenèse étaitl'HGF/SF (Montesano etal., 1991b). 

Plus récemment, les travaux de Brinkmann et al (1995) ont révélé que l'HGF/SF était 

capable d'induire des réponses morphogènes sur de nombreux types cellulaires 

épithéliaux: cellules de colon, de pancréas, de prostate, de poumons... Ces différents 

résultats nous ont amenés à utiliser dans nos expériences des fibroblastes connus pour 

produire l'HGF/SF: les fibroblastes MRC-5 et les fibroblastes 3T3. En co-cultivant avec 

ces fibroblastes des ébauches mammaires épithéliales prélevées sur des embryons de 

souris ou en soumettant ces ébauches à du milieu conditionné par ces mêmes fibroblastes, 

nous avons vu qu'une morphogenèse mammaire considérée comme normale n'était 

obtenue que dans de rares cas seulement. De plus, les résultats obtenus sur des ébauches 

mammaires cultivées en conditions témoins étaient parfois morphologiquement identiques 

à ceux obtenus sur des ébauches placées en condition de stimulation. A partir de ces 

résultats, nous pouvons définir deux éléments limitants : 

a - les conditions expérimentales de prélèvements et de culture 

b - la capacité des ébauches embryonnaires à répondre aux facteurs d'induction 

mésenchymateux 

a- les conditions e;,çpérimentales de prélèvements et de culture 

Lors des étapes de dissociation des ébauches mammaires embryonnaires 

(séparation de l'épithélium et du mésenchyme), nous avons dû tester de nombreuses 

concentrations et de nombreux lots différents de solution de trypsine avant de pouvoir 

déterminer des conditions de dissociation qui nous paraissaient optimales. Cependant, les 

résultats laissent à penser qu'une contamination mésenchymateuse reste souvent présente 

et pourrait expliquer l'absence de différences morphologiques entre ébauches témoins et 

ébauches sous stimulation. Par ailleurs, l'utilisation d'un milieu de culture de composition 

trop faible en hormones peut également expliquer l'absence de morphogenèse 

caractérisée. 
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b - la capacité des ébauches embryonnaires à répondre aux facteurs d'induction 

mésenchymateux 

Des études récentes ont montré que l'HGF/SF était exprimé et produit dans la 

glande mammaire au niveau des fibroblastes et que le récepteur à l'HGF/SF, C-MEf, était 

lui aussi présent dans la glande mammaire au niveau de l'épithélium (Tsarfatty et al., 1992 

; Sasaki et al., 1994 ; Niranjan et al., 1995 ; Pepper et al., 1995). Cependant, ces 

différents travaux ont été menés sur des glandes mammaires jeunes ou adultes, lors de 

stades de remaniements morphologiques (gestation, lactation, involution ... ). A notre 

connaissance, aucune étude de détection d'HGF/SF n'a encore été menée sur les stades 

embryonnaires de la glande mammaire. Nous n'avons donc aucune certitude que 

l'épithélium mammaire embryonnaire exprime C-MEf et puisse ainsi être doté d'une 

capacité de réponse à l'HGF/SF, bien que Sonnenberg et al. (1993) aient montré 

l'existence de l'HGF/SF et de son récepteur dans d'autres systèmes d'interactions 

épithélium-mésenchyme (rein, poumon ... ) durant l'embryogenèse murine. 

Par la suite, nous ne nous sommes non plus intéressés à des ébauches 

embryonnaires de souris mais à des lignées épithéliales mammaires humaines. Nous 

avons cultivé nos cellules épithéliales mammaires sur des surfaces planes (cultures 

bidimensionnelles) ou en collagène (cultures tridimensionnelles) afin d'observer leur 

capacité à entreprendre une migration ou une invasion. 

En cultures bidimensionnelles témoins, nous voyons que les cellules normales 

(CEMN), les cellules HBL-100 et les cellules MCF-7 restent statiques et poussent en 

colonies tandis que les cellules MDA-MB-231 ont la faculté de se disperser sur le fond 

des boîtes de culture. Sous l'action d'une stimulation par le milieu conditionné MRC-5, 

les cellules HBL-100 perdent la capacité de pousser en clônes et se dispersent sur toute la 

surface des boîtes de culture. Les cellules MDA-MB-231 sont plus effilées et plus 

dispersées. Ces résultats nous indiquent que les deux lignées HBL-100 et MDA-MB-231 

sont sensibles à un facteur d'essaimage présent dans le milieu conditionné MRC-5. 
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Dans nos conditions expérimentales, les 

morphologiquement au milieu conditionné MRC-5. 

CEMN ne répondent pas 

Ces résultats semblent en 

contradiction avec ceux obtenus par Niranjan et al. (1995) qui ont montré que des cellules 

épithéliales et myoépithéliales mammaires cultivées en 2 D sur plastique sont capables de 

se disperser sous l'action de l'HGF/SF. Cependant, la concentration utilisée est élevée 

(50 ng/ml) et peut ne pas refléter les niveaux d'HGF/SF présents dans le milieu 

conditionné MRC-5. Par ailleurs, d'autres cellules épithéliales mammaires telles que les 

cellules NMuMG (dône TAC-2) de souris cultivées sur des surfaces planes n'ont pas 

présenté de dispersion sous l'effet de l'HGF/SF (Soriano et al., 1995). 

En cultures tridimensionnelles témoins, seules les cellules MDA-MB-231 

présentent un phénotype invasif dans les gels de collagène. En présence de fibroblastes 

MRC-5 ou de milieu conditionné MRC-5, on observe des modifications morphologiques 

chez 3 types cellulaires: les CEMN, les cellules HBL-100 et les cellules MDA-MB-231. 

Les CEMN présentent une tubulogenèse primitive, semblable à celle observée in vivo lors 

de l'allongement et du creusement du bourgeon mammaire embryonnaire. Ces résultats 

sont en accord avec différents travaux récemment publiés: Berdichevsky et al. (1994) ont 

obtenu par exemple une tubulogenèse mammaire en cultivant des cellules épithéliales 

mammaires obtenues à partir de lait (lignée 1-7 HB2) en gel de collagène en présence de 

différents types de fibroblastes (HFF, MRC-5, Swiss 3T3, fibroblastes de sein), de leur 

milieu conditionné ou en présence d'HGF/SF. Il en est de même pour les travaux de 

Soriano et al. (1995) réalisés sur des cellules mammaires murines cultivées en gel de 

collagène en présence de milieu conditionné par les fibroblates MRC-5 ou Swiss 3T3. 

Niranjan et al. (1995), quant à eux, ont obtenu une tubulogenèse tridimensionnelle en 

traitant directement des cellules épithéliales mammaires humaines avec de l'HGF/SF. 

Dans le cas des cellules HBL-100, qui sont des cellules épithéliales mammaires 

immortalisées, on s'aperçoit qu'elles répondent à une induction mésenchymateuse mais 

qu'elles ne sont plus en mesure de produire une morphogenèse normale puisque certes, 

on obtient la formation de cordons épithéliaux mais ceux-ci ne sont jamais creusés d'une 

lumière. Ils semblent plutôt être le résultat d'un alignement de cellules les unes derrière les 
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autres sans organisation en structure tubulaire impliquant une polarisation des cellules. 

Cette observation nous montre que plus les cellules perdent leur caractère "normal", plus 

elles perdent la faculté d'entreprendre une morphogenèse "normale" dans les cas où elles 

sont sensibles à une stimulation mésenchymateuse. Ce fait est confirmé par les cultures 3 

D de cellules MDA-MB-231. En l'absence de stimulation, ces cellules présentent des 

capacités importantes d'envahissement des gels de collagène (cf. le développement 

anarchique des tumeurs cancéreuses) et ce phénotype est à relier directement au caractère 

hautement invasif des cellules MDA-MB-231. Lorsque celles-ci sont incubées avec des 

fibroblastes MRC-5 ou leur milieu conditionné, on observe une avancée de la limite 

d'invasion des gels de collagène par les cellules. Nous pouvons mettre ces résultats en 

liaison avec les travaux de Brouty-Boyé et Raux (1993) ainsi que ceux de Noël et al. 

(1993 a) qui ont montré que la présence de fibroblastes augmente la croissance tumorale 

des cellules MDA-MB-231 chez la souris nude. Dans notre cas, nous ne pouvons dire 

cependant si l'effet morphologique des fibroblastes MRC-5 est dû à une augmentation 

effective de l'invasion cellulaire ou :j: une augmentation de la prolifération des cellules 

épithéliales, ou les deux à la fois. Des tests d'incorporation de BrdU ou de thymidine 

tritiée sont envisageables pour répondre à cette interrogation. 

Tout comme en culture 2 D, notre lignée MCF-7 ne semble pas répondre 

morphologiquement aux fibroblastes MRC-5 ou à leur milieu conditionné lorsqu'elles 

sont cultivées en gel de collagène. Que ce soit en conditions témoins ou sous l'action 

d'une stimulation mésenchymateuse, les cellules forment des amas, présentant 

occasionnellement une lumière en conditions de stimulation mais qui se nécrosent 

rapidement. Plusieurs travaux relatent l'effet de fibroblastes sur les cellules MCF-7. 

L'injection sous-cutanée de cellules MCF-7 en souris nude ne produit pas de tumeur alors 

qu'injectées en présence de fibroblastes humains de peau, ces cellules forment des 

tumeurs après une période de 2 mois (Noël et al. 1993 a). En fonction de l'origine des 

fibroblastes, on observe une variation de la prolifération des celltùes MCF-7 (Adam et al. 

1994; Ryan etal., 1993; Lefebvre et al., 1995; Van Roozendaal et al., 1996). Brouty­

Boyé et al. ( 1994) ont montré que la croissance des cellules MCF-7 ctùtivées sous forme 
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de nodules était augmentée en présence de fibroblastes issus de tissus mammaires 

normaux. Ces fibroblastes ont de plus un effet différenciateur puisque, à long terme, ces 

nodules pouvaient présenter des structures glandulaires avec parfois formation de 

structures tubulaires. Par contre, en présence de fibroblastes issus de tissus mammaires 

cancéreux, ces nodules gardent une morphologie dédifférenciée. 

Dans une dernière série d'expériences, nous avons voulu contrôler la nature de 

l'inducteur mésenchymateux produit par les fibroblastes MRC-5. En effet, nous avons 

utilisé ces fibroblastes parce que nous savons qu'ils sécrètent de l'HGF/SF (Montesano et 

al., 1991 b). De plus, il a été clairement démontré que ce facteur est capable d'induire la 

motilité de nombreux types cellulaires tels que les MDCK, les cellules C2 et HS-6 

d'hépatome de rat, les cellules EMT -6 de carcinomes mammaires, des cellules de 

carcinomes épidermiques, des monocytes humains, des cellules d'adénocarcinomes 

gastriques (Shibamoto et al., 1992 ; Tajima et al., 1992 ; Li et al., 1994 ; Rosen et al., 

1994 b). Les travaux de Byers et al. (1994) ont montré que des cellules mammaires 

cancéreuses relativement différenciées (cellules MCF-7 ... ) expriment peu ou pas le 

récepteur C-MET et sont peu ou pas sensibles à 1 'HGF/SF alors que des cellules 

mammaires cancéreuses faiblement différenciées (cellules MDA-MB-231...) expriment C­

MET et sont sensibles à l'HGF/SF. Si l'on se base sur l'hypothèse que l'effet du milieu 

conditionné MRC-5 sur nos différents types épithéliaux mammaires est dû à l'HGF/SF, 

les différents résultats morphologiques que nous avons obtenus sont en accord avec les 

observations décrites ci-dessus sur les cellules cancéreuses ainsi que celles décrites sur 

d'autres lignées épithéliales mammaires normales stimulées directement avec l'HGF/SF. 

Nous avons pré-incubé le milieu conditionné des fibroblastes MRC-5 avec des anticorps 

neutralisants anti-HGF/SF puis nous avons stimulé les cellules HBL-100 en 3 D avec ce 

milieu conditionné. Nous n'avons plus observé de structures en forme de cordons, signe 

que la (les) molécule(s) inductrice(s) est (sont) une (des) molécule(s) immunologiquement 

identique(s) à l'HGF/SF. Par ailleurs, en stimulant les cellules HBL-100 avec de 

l'HGF/SF recombinant, on obtient une morphologie semblable à celle observée en 
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présence de milieu conditionné ou de fibroblastes MRC-5. Tous ces résultats appuient 

l'hypothèse que l'inducteur mésenchymateux sécrété par les fibroblastes MRC-5 et 

responsable des modifications morphologiques obtenues sur nos cellules épithéliales 

mammaires est l'HGF/SF. Les différences phénotypiques observées entre les 4 types 

épithéliaux mammaires lors des expériences décrites précédemment peuvent trouver une 

explication dans la sensibilité des cellules épithéliales mammaires à l'HGF/SF. Comme 

nous l'avons déjà précisé, les cellules épithéliales mammaires, qu'elles soient normales ou 

cancéreuses, possédent à leur surface membranaire le récepteur C-MEf mais des 

différences au niveau du nombre de récepteurs C-MET par type cellulaire peuvent 

entraîner une variation de sensibilité vis à vis de l'HGF/SF. Il serait intéressant de réaliser 

des dosages de récepteur C-MET sur les cellules épithéliales mammaires normales et 

immortalisées (CEMN et cellules HBL-100). 

Les mécanismes de migration et d'invasion cellulaires nécessitent un remaniement 

important des molécules d'adhérence cellulaire. Ces phénomènes sont régulés par des 

molécules ayant un rôle important dans le contrôle des interactions cellules-cellules et 

cellules-matrice extracellulaire: les protéases matricielles. Dans ce premier chapitre, nous 

avons établi à partir de quatre types épithéliaux mammaires différents, des modèles in 

vitro de reconstitution mammaire pour lesquels nous avons pu définir des capacités 

distinctes d'invasion, de migration ou de morphogenèse liées à la présence d'un substrat 

et d'une induction mésenchymateuse. Dans le chapitre suivant, nous allons maintenant 

utiliser ces modèles de reconstitution pour étudier les mécanismes de dégradation 

matricielle indissociables des processus migratoires et invasifs. Nous porterons notre 

étude plus particulièrement sur l'implication du système de la plasmine dans ces 

phénomènes. Cette étude portera sur la détection de deux/ molécules spécifiques de ce 

système: l'activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) et l'un de ses inhibiteurs, 

le PAI-l. 

78 



CHAPITRE II 

VARIATIONS DE L'ACTIVITE uPA 
ET DES TAUX DE PAI-l DANS 

LES CELLULES EPITHELIALES 
MAMMAIRES: 

CORRELATION AVEC LEUR 
COMPORTEMENT MIGRATOIRE 

ET INVASIF 
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INTRODUCTION 

De nos jours, il est clairement établi que la mise en place du développement ou de 

la métastase mammaires met en jeu des mécanismes de dégradation matricielle ainsi que 

des modifications des interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire. La 

plupart des études a été réalisée in vivo sur différents stades de développement mammaire 

(formation du réseau tubulaire mammaire, involution ... ) ainsi que sur des broyats de 

tumeurs cancéreuses et met le plus souvent en avant le rôle du compartiment 

mésenchymateux dans ces mécanismes. Les études moléculaires réalisées au sein de notre 

groupe sur des coupes de glandes mammaires mutines à différents stades (embryonnaire, 

néo-natal, pré-pubertaire, pubertaire) ainsi que sur nos différents modèles de 

reconstitution ont mis en évidence une activité basale de transcription du gène uPA dans 

les cellules épithéliales elles-mêmes lors de ces remaniements morphologiques (Delannoy­

Courdent et al., 1996). Dans notre étude, nous allons observer s'il existe une corrélation 

entre des variations des niveaux d'activité uPA et de PAI-l et les phénomènes de 

migration et d'invasion cellulaires épithéliales observés dans nos modèles in vitro de 

reconstitution mammaire. A partir de coupes histologiques réalisées sur nos différents 

modèles de reconstitution mammaire en collagène (développement normal et 

développement cancéreux), nous allons tenter de mettre en évidence la présence d'uPA, 

de son inhibiteur PAI-l et de son récepteur uPAR à l'aide d'anticorps monoclonaux 

dirigés contre ces trois molécules. Nous allons ensuite poursuivre notre étude par une 

mesure des variations de l'activité uPA et des niveaux de PAI-l. La recherche d'une 

activité uPA nous fournira des renseignements plus précis que ceux fournis par une 

présence, ou une absence, de protéine uPA. En effet, la localisation de la protéine, à elle 

seule, ne nous donne aucun renseignement sur son action protéolytique puisque cette 

enzyme, si elle est associée à l'un de ses inhibiteurs, peut ne posséder aucun pouvoir de 

dégradation. Par contre, les mesures des variations de l'activité uPA et des taux de PAI-l 

reflèteront le potentiel de dégradation matricielle et de modification des interactions 

cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire accessibles par les cellules épithéliales: 
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-une augmentation d'activité uPA sans modification des niveaux de PAI-l tout 

comme une diminution des niveaux de PAI-l sans variation d'activité uPA pourront être 

corrélées à une élévation de la capacité de dégradation matricielle et une diminution des 

interactions cellulaires, ces deux phénomènes devant se traduire par une élévation des 

capacités de migration et d'invasion cellulaires 

- par contre, une augmentation ou une diminution concommitante de l'activité uPA 

etdes niveaux de PAI-l pourront être corrélées à une absence de modification du potentiel 

de dégradation matricielle et d'interactions cellulaires et donc une absence de migration ou 

d'invasion cellulaires 

MATERIEL ET METHODES 

1 IMMUNOHISTOLOGIE 

Les coupes histologiques réalisées à partir des cellules épithéliales cultivées en 

trois dimensions sont déparaffinées et réhydratées jusqu'à l'eau. Les coupes sont alors 

saturées et les peroxydases endogènes inhibées par incubation dans du PBS contenant 1% 

de H2C>.2 à 30% et 1,5% de sérum de chèvre. Elles sont ensuite rincées 2 x 5 mn dans du 

PBS puis incubées pendant une nuit à 4°C en chambre humide avec l'anticorps primaire 

dilué dans du PBS contenant 0,5% de sérumalbumine bovine (BSA) et 0,5% de Tween 

20 (anticorps monoclonal de souris anti-uPA, # 3689, American Diagnostica Inc. dilué au 

1150; anticorps monoclonal de souris anti-PAI-1, # 3780-85, American Diagnostica Inc. 

dilué au 1120 ; anticorps monoclonal de souris anti-uPAR, # 3936, American Diagnostica 

Inc. dilué au 1/50). Les coupes sont alors rincées 2 x 5 mn avec du PBS puis incubées en 

présence de l'anticorps secondaire biotinylé anti-souris (kit Sigma) dilué au 1/20 dans du 

PBS, 0,5% BSA, 0,5% Tween 20 pendant 1 h 30 en agitation, en atmosphère saturée en 

humidité et à température ambiante. Après rinçage 2 x 5 mn dans du PBS, les coupes sont 

ensuite mises en présence du système d'amplification extravidine-peroxydase dilué au 

1120 dans du PBS/BSA 0,5% pendant 1 h 30 en agitation, dans les mêmes conditions 

physiques que précédemment puis rincées au PBS. Pour la révélation, le système de 
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coloration à l'AEC a été utilisé: une solution stock de 3-amino-9-éthylcarbazole (AEC, 

Sigma) est préparée au préalable en dissolvant une pastille de 20 mg d'AEC dans 2,5 ml 

de diméthylformarnide et conservée à 4°C. Extemporanément, à 200 pl de solution stock 

AEC sont ajoutés 3,8 ml de tampon acétate 0,05 M, pH 5 et 20 pl de Hz02 à 30%. Cette 

solution est alors répartie sur les coupes et laissée jusqu'à obtention d'une coloration 

rouge (après 5 à 10 mn). La réaction colorimétrique est stoppée en plongeant les lames 

dans de l'eau bidistillée puis les coupes sont contre-colorées par passage rapide (20 à 30 

secondes) dans une solution d'hématoxyline de Hansen. La différenciation de la contre­

coloration bleue est obtenue par rinçage dans l'eau courante puis les lames sont montées 

au Glycergel (Dako) préalablement chauffé à 50°C. 

Dans les cas d'immunocytologie avec les anticorps anti-uPA et anti-uPAR, trois 

autres techniques ont été utilisées afin de dévoiler d'éventuels sites antigéniques masqués: 

- la première a consisté à tremper les coupes dans un bain d'acétone après 

déparaffinage pour solubiliser les lipides des membranes cellulaires et favoriser l'accès 

aux protéines membranaires 

- la deuxième a consisté à incuber pendant 15 mm à 37°C les coupes dans une 

solution de protéinase K à 1 pg/ml préparée dans du tampon Tris/HC1100 mM; pH 8,0 ; 

EDTA 50 mM. Cette étape est effectuée avant l'incubation de l'anticorps primaire et est 

suivie de 3 rinçages dans du PBS pendant 5 mn. 

-la troisième a consisté à placer les coupes dans une solution de citrate 0,01 M pH 

6,0 et de passer l'ensemble pendant 2 x 5 mn dans un four à micro-ondes à puissance 

maximale (750 W) en changeant la solution entre les 2 passages. Les coupes sont ensuite 

laissées à température ambiante pendant 20 mn, rincées dans du tampon TBS (Tris/HCI 

0,05 M; NaCl 0,15 M; pH 7,4) puis incubées avec l'anticorps primaire. 
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II DOSAGE DE L'ACTIVITE uPA ET DU TAUX DE PAI-l DANS LES 

CULTURES DE CELLULES EPITHELIALES 

La technique a consisté à cultiver les cellules épithéliales en deux ou trois 

dimensions en absence ou en présence de 50% de milieu conditionné par les fibroblastes 

MRC-5 et 50% de milieu de cultures des cellules épithéliales et de mesurer l'activité uPA 

et la quantité de PAI-l présents à la fois dans le surnageant de culture et dans les cellules. 

Il est alors possible d'apprécier les variations entraînées par le milieu conditionné sur la 

balance activité uPA/niveaux de PAI-l lors des remaniements morphologiques observés. 

1 : En cultures bidimensionnelles 

Les cellules sont ensemencées à raison de 60 000 cellules/ml en boîte de Pétri de 

35 mm de diamètre (2 ml) et mises en présence d'un mélange de milieu complet et de 

milieu de sevrage conditionné ou non par les fibroblastes MRC-5 (111). La culture est 

maintenue dans ces conditions pendant 5 jours (avec renouvellement du milieu tous les 

deux jours) puis les cellules sont rincées pendant 1 h avec du milieu sans sérum. Elles 

sont alors incubées pendant 24 h en présence de ce même mélange mais ne contenant ni 

sérum ni rouge de phénol. Le surnageant est prélevé et congelé à -20°C. Les cellules sont 

récupérées par grattage dans 500 pl de tampon d'extraction à 4°C (Tris/HCllOO mM ; pH 

7,6; EDTA 2 mM; Triton X-100 0,4%) puis congelées à -20°Cjusqu'à utilisation. 

2 : En cultures tridimensionnelles 

Les cellules épithéliales sont ensemencées selon la technique décrite précédemment 

sur un gel ne contenant pas de fibroblastes MRC-5 mais en présence de 1 V de milieu 

complet sans rouge de phénol et 1 V de milieu de sevrage sans rouge de phénol 

conditionné ou non par les fibroblastes MRC-5 (500 pl final/puits). Le milieu est 

renouvelé tous les jours afin d'éliminer les traces de rouge de phénol contenues dans le 

MEM 10 fois concentré et introduites lors de la préparation du gel. Après 5 jours de 

culture, les cellules sont rincées pendant 2 h avec du milieu sans sérum puis incubées 24h 

avec le même mélange que celui décrit ci-dessus mais ne contenant pas de sérum. Le 

surnageant est ensuite récupéré et congelé à -20°C. Chacun des gels est récupéré et mis en 
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digestion à 37°C pendant 30 mn en agitation avec 25 Jll de collagènase de type XI à 20 

000 Ul/ml (Sigma) dans 1 ml de MEM contenant 10% de SVF. Ils sont ensuite 

centrifugés à 200 g pendant 10 mn. Le culot est repris dans 200 Jll de tampon d'extraction 

à 4°C puis congelé à -20°C jusqu'à utilisation .. 

Après extraction, les cellules subissent une congélation/décongélation puis sont 

passées deux fois aux ultra-sons pendant 30 sec. Une partie de l'extrait cellulaire est 

utilisée pour le dosage d'ADN selon la technique du DAPI et le reste est utilisé pour le 

dosage de l'activité enzymatique uPA et du taux de PAI-l. 

3: Dosa~e de l'activité uPA 

Le principe du dosage enzymatique de l'activité uPA repose sur la libération d'un 

chromogène à partir d'un substrat synthétique (D-Val-Leu-Lys-paranitroaniline 

dihydrochloride, S-2251, Sigma) clivé par la plasmine, elle-même issue de la conversion 

du plasminogène par l'uPA contenu dans les cellules et les sumageants (Reinartz et al., 

1993). A 50 Jll d'extrait cellulaire dilué au 1120 (cultures 2 D) ou au 1/50 (cultures 3 D) 

dans un tampon de dosage (phosphate monosodique O,lM; EDTA 10 mM; NaN3 0,01% 

; Triton X-100 0,01% ; pH 7,3) ou de surnageant dilué au 1120 (cultures 2 D) ou au 1110 

(cultures 3D), sont ajoutés 50 Jll de solution 0,45 mM de S-2251 et 50 Jll de solution de 

plasminogène (Sigma, solution à 60 jtg/ml dans de l'eau distillée). Le tout est mis en 

incubation à 37°C pendant 6 h puis l'absorbance à 405 nm est estimée sur un lecteur de 

plaque Elisa. Les valeurs sont ensuite ramenées en unité d'absorbance par microgramme 

d'ADN pour chaque lignée cellulaire (valeurs totales comprenant les valeurs obtenues 

avec les surnageants + les valeurs obtenues avec les lysats) en fonction des volumes 

initiaux de surnageants et de lysats cellulaires, de la dilution et de la quantité d'ADN que 

l'on a dosée au DAPI. 

4 : Dosa~e des niveaux de PAI-l 

Le dosage des niveaux de PAI-l a été réalisé par dosage ELISA avec le kit 

"IMUBIND Tissue PAI-l" (American Diagnostica Inc., Orthodiagnostic system, Roissy 

Ch. De Gaulle, France) selon le protocole fourni: après éventuelle dilution au 112 ou au 
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114, les lysats cellulaires (100 }tl), les sumageants (100 }tl) ainsi que des solutions étalons 

sont incubés au fond de la plaque EUSA pendant une nuit à 4°C en chambre humide. Les 

puits sont lavés puis incubés pendant 1 h à température ambiante en présence d'un 

anticorps anti PAI-l biotinylé (100 }tl). Après rinçage, on introduit dans les puits 100 }tl 

de Streptavidine-Péroxydase. Après 1 h à température ambiante, on rince à nouveau puis 

on incube pendant 20 mn à température ambiante en présence de perborate/3 ,3 ',3 ,5'­

tétraméthylbenzidine (TMB) qui a la faculté de produire une coloration bleue sous l'action 

de la péroxydase. L'adjonction d'acide sulfurique 0,5 M entraîne une augmentation de la 

sensibilité par apparition d'une coloration jaune. Le taux de PAI-l est alors estimé par 

lecture de l'absorbance à 450 nm et comparaison avec les valeurs obtenues au moyen des 

solutions étalons. Les valeurs sont ensuite ramenées en nanogramme de PAI-l par 

microgramme d'ADN pour chaque lignée cellulaire (valeurs totales comprenant les valeurs 

obtenues avec les sumageants + les valeurs obtenues avec les lysats) en fonction des 

volumes initiaux de sumageants et de lysats cellulaires, de la dilution et de la quantité 

d'ADN que 1 'on a dosée au DAPI. 

5 : Dosage d'ADN 

Le principe du dosage d'ADN consiste à mesurer la fluorescence émise à 450 nm 

par un intercalant de l'ADN, le4,6-diamidino 2-phénylindole (DAPI, technique de Brunk 

et al., 1979). Une gamme étalon (0 à 2 }tg dans 3 ml de tampon NaCllOO mM, EDTA 10 

mM, DAPI 100 ng/ml, Tris 10 mM, pH 7,0) est réalisée à partir d'une solution d'ADN de 

saumon à 2 Jtg/ml. Les valeurs de densité optique (excitation à 360 nm, émission à 450 

nm) obtenues à partir des lysats cellulaires dilués au 114 (50 }tl, 75 }tl et 100 }tl) sont 

reportées sur la courbe étalon et la quantité d'ADN contenue dans nos extraits cellulaires 

est ainsi déterminée en }tg d'ADN/ml. 
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RESULTATS 

1 MISE EN EVIDENCE PAR IMMUNOLOCALISATION DE PAI-l. uPA 

ET uPAR DANS LES CULTURES 3D 

A partir de coupes histologiques réalisées sur nos différents modèles de 

reconstitution mammaire en collagène (développement normal et développement 

cancéreux), nous avons recherché la présence de l'uPA, de son récepteur uPAR et de son 

inhibiteur PAI-l à l'aide d'anticorps monoclonaux dirigés contre ces trois molécules. 

1 : détection de l'uPA et de son récepteur. uPAR 

L'utilisation d'anticorps anti-uPA et anti-uPAR n'a pas permis de mettre en 

évidence les deux molécules par cette technique (pl. 9C-E). Des modifications de 

protocole (augmentation de la concentration en anticorps, des paramètres d'incubation, 

changement de fixateurs ... ) ainsi que l'emploi de techniques connues pour faciliter la 

présentation des antigènes aux anticorps (digestion à la protéinase K, passage au micro­

onde ... ) n'ont également pas permis de révéler la présence d'uPA et d'uPAR par 

immunohistologie. 

2 : Détection de PAI-l 

Le troisième élément que nous avons recherché est l'inhibiteur de type 1 de l'uPA. 

L'immunohistologie réalisée sur nos différentes coupes a permis de mettre en évidence un 

marquage spécifique sur chacune de nos conditions de culture et pour tous les types 

cellulaires employés. Ainsi, aussi bien dans les CEMN (pl. 9A-B) que dans les cellules 

HBL-100 (pl. 9F-G), MCF-7 (pl. 9H-I) et MDA-MB-231 (pl. 9J-K), le PAI-l est 

présent au niveau membranaire et cytoplasmique et cette présence ne semble pas être 

dépendante de la présence ou non de fibroblastes MRC-5 ou de milieu conditionné. 

Les études immunohistologiques réalisées sur nos différents modèles de 

reconstitution mammaire n'ont donc pas permis de mettre en évidence la présence de tous 

les éléments du système de la plasmine. Seul le PAI-l a pu être détecté par cette 

technique. Nous avons poursuivi notre étude en tentant de déterminer ces différents 
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Planche 9 : immunolocalisation de l'uPA, de l'uPAR et de PAI-l sur les cultures 

tridimensionnelles des cellules épithéliales mammaires. 

A: cultures témoins CEMN. B, C, D, E: co-cultures CEMN/MRC-5. F: cultures témoins 

HBL-100. G: co-cultures HBL-100/MRC-5. H: cultures témoins MCF-7. 1: co-cultures 

MCF-7/MRC-5. J: cultures témoins MDA-MB-231. K: co-cultures MDA-MB-231/MRC-

5. 

A, B, F, G, H, I, J, K: réaction positive avec l'anti-PAI 1. C: témoin PBS. D: absence 

de marquage avec l'anti-uPA. E: absence de marquage avec l'anti-uPAR. 
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éléments, en particulier l'uPA et le PAI-l, par des techniques de dosage d'activité 

enzymatique et de détennination de taux de protéines par ELISA. 

II DOSAGE DE L'ACTIVITE uP A PRESENTE DANS LES CULTURES 2 

D ET 3 D DE CELLULES EPITHELIALES MAMMAIRES 

1 :En cultures bidimensionnelles 

Les valeurs d'activité uPA en cultures bidimensionnelles sont regroupées dans le 

tableau 3 et correspondent à la somme des valeurs ± écart type de dosages en triplicate sur 

2 expériences (lysats et surnageants rassemblés). 

En conditions témoins, nous observons que l'activité uPA de base est importante 

dans les cultures de cellules normales et nettement plus faible dans les cultures de lignées 

cancéreuses. Par exemple, les cellules MCF-7 présentent une activité uPA diminuée de 

93,5% par rapport à celle présente dans les CEMN. 

Lorsque l'on cultive les cellules épithéliales mammaires en présence de milieu 

conditionné par les fibroblastes MRC-5, on détecte une augmentation significative de 50% 

de l'activité uPA dans les cultures de CEMN et de cellules HBL-100. Les cellules MCF-7 

présentent la plus forte augmentation dans ces conditions (environ 4035%) de sorte que 

l'activité présente est alors supérieure de 80% à celle determinée dans les cultures de 

CEMN. Par contre aucune stimulation de l'activité uPA ne peut être détectée dans les 

cultures de cellules MDA-MB-231. 

2 : En cultures tridimensionnelles 

Les valeurs sont regroupées dans le tableau 4 et correspondent à la somme des 

valeurs ± écart type de dosages en triplicate sur 2 expériences comprenant 3 gels chacune 

(lysats et sumageants rassemblés). 

En conditions témoins, nous observons également que l'activité uPA de base est 

importante dans les cultures de cellules normales et nettement plus faible dans les cultures 

de MDA-MB-231. Les cellules MCF-7 ne présentent pas d'activité uPA détectable. 
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En présence de milieu conditionné, l'activité uPA est augmentée de manière 

importante chez les CEMN (plus 250%) et les cellules HBL-100 (plus 140%) et plus 

faiblement chez la lignée MDA-MB-231 (plus 60% ). Les cellules MCF-7 présentent 

maintenant une activité uPA et celle-ci est supérieure de 30% à celle des CEMN. 

tableau 3: mesures de l'activité uPA dans les cultures de cellules épithéliales en 2 D 

type 
ACTIVITE uPA (00/pg ADN) 

cellulaire 
TEMOIN MC-MRC5 RATIO 

CEMN 67.5 ± 1.12 103.35 ± 0.49 1.53 * 

HBL-100 24.6 ± 1.68 37.35 ± 0.91 1.51 * 

MCF-7 4,45 ± 1,1 184,02 ± 13,76 41,35 * 

MDA 7.97 ± 0.73 8.28 ± 0.4 1.03 

* = P < 5% ; DO= densité optique ; MC-MRC5 = milieu conditionné MRC-5 

tableau 4: mesures de l'activité uPA dans les cultures de cellules épithéliales en 3 D 

type 
ACTIVITE uPA (00/pg ADN) 

cellulaire 
TEMOIN MC-MRC5 RATIO 

CEMN 41.11 ± 3.35 142.95 ± 6.99 3.47 * 

HBL-100 15.48 ± 0.98 36.8 ± 1.68 2.37 * 

MCF-7 < seuil de détection 191,24± 37,23 

MDA 10.64 ± 1.13 17.15 ± 0.35 1.61 * 

* = P < 5% ; DO= densité optique ; MC-MRC5 = milieu conditionné MRC-5 
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III DOSAGE DES NIYEAUX DE PAI-l PRESENTS DANS LES 

CULTURES 2 D ET 3 D DE CELLULES EPITHELIALES MAMMAIRES 

Ces mesures confirment la présence détectée précédemment par 

immunolocalisation de PAI-l dans nos quatre types cellulaires et ce, quel que soit le mode 

de culture adopté. 

1 : En cultures bidimensionnelles 

Les valeurs de niveaux de PAI-l en cultures bidimensionnelles sont regroupées 

dans le tableau 5 et correspondent à la somme des valeurs ± écart type de dosages en 

duplicate sur 2 expériences (lysats et surnageants rassemblés). 

En conditions témoins, les niveaux les plus élevés de PAI-l sont mesurés dans les 

cultures de cellules HBL-1 00 et de CEMN. Ces niveaux sont diminués de 50 à 60% dans 

les cultures de cellules MDA-MB-231 et pratiquement nuls dans les cultures de MCF-7. 

Sous l'effet d'une stimulation par le milieu conditionné MRC-5, nous constatons 

que deux types cellulaires présentent une élévation du taux de PAI-l: 40% dans les 

cultures de CEMN et environ 2285% dans les cultures de cellules MCF-7. Les cultures de 

cellules HBL-100 et MDA-MB-231, quant à elles, ne présentent 'aucune variation 

significative de leurs niveaux de PAI-l. 

2: En cultures tridimensionnelles 

Les valeurs de niveaux de PAI-l en cultures tridimensionnelles sont regroupées 

dans le tableau 6 et correspondent à la somme des valeurs ± écart type de dosages en 

duplicate sur 2 expériences comprenant 3 gels chacune (lysats et surnageants rassemblés). 

En conditions témoins, les cultures de CEMN sont celles qui possèdent les 

niveaux les plus élevés de PAI-l. Ces taux sont diminués de 46,6% dans les cultures de 

cellules HBL-100 et de 71% dans les cultures de cellules MDA-MB-231. En 3 D, ce sont 

également les cultures de cellules MCF-7 qui présentent les taux les plus faibles de PAI-l 

(environ 99% plus faibles que dans les CEMN). 
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Lorsque l'on stimule ces quatre types cellulaires par du milieu conditionné, les 

niveaux de PAI-l ne présentent aucune variation sauf dans le cas des cultures de cellules 

MCF-7 où l'on mesure une augmentation de 2200% du niveau de PAI-l. 

tableau 5: mesure des niveaux de PAI-l dans les cultures de cellules épithéliales en 2 D 

type 
cellulaire 

CEMN 

HBL-100 

MCF-7 

MDA 

TEMOIN 

11.19 ± 0.24 

13.84 ± 0.37 

0.013 ± 0.002 

6.76 ± 0.27 

niveaudePAI-1 (ng/JtgADN) 

MC-MRC5 RATIO 

15.52 ± 0.41 1.38 * 

13.63 ± 0.51 0.98 

0.31 ± 0.02 23.85 * 

5.9 ± 0.33 0.87 

* = P < 5% ; DO= densité optique ; MC-MRC5 = milieu conditionné MRC-5 

tableau 6: mesure des niveaux de PAI-l dans les cultures de cellules épithéliales en 3 D 

type 
cellulaire 

CEMN 

HBL-100 

MCF-7 

MDA 

TEMOIN 

36.47 ± 2.89 

19.48 ± 0.07 

0.33 ± 0.04 

10.59 ± 0.15 

niveau de PAI-l (ng/Jtg ADN) 

MC-MRC5 RATIO 

41.55 ± 1.86 1.13 

20.14 ± 0.63 1.03 

7.57 ± 1.29 22.93 * 

11.7 ± 1.29 1.10 

* = P < 5% ; DO= densité optique ; MC-MRC5 = milieu conditionné MRC5 
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DISCUSSION 

1 :Variations de la balance activité uPA/niveaux de PAI-l 

Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur le système de la plasmine et 

plus particulièrement sur l'uPA et l'un de ses inhibiteurs, le PAI-l. Ces molécules sont 

exprimées lors du développement embryonnaire précoce (Marotti et al., 1982), lors de la 

formation d'organes tels que le système nerveux (Seeds et al., 1996), la peau (Jensen et 

Lavker, 1996) et dans les mécanismes d'angiogenèse (lto et al., 1995 b ; Wijnberg et al., 

1996 ; Kenagy et al., 1996). Elles semblent également être impliquées dans la 

cancérisation de nombreux tissus puisque l'on observe une élévation de leurs niveaux 

dans des tumeurs de l'estomac (Farinati et al., 1996), des carcinomes de pancréas 

(Cantero et al., 1997) et de prostate (Festuccia et al., 1995 ; Jankun et al., 1997), des 

cancers de colon (Naitoh et al., 1995), des carcinomes ovariens (Van Der Burg et al., 

1996). Dans le cas de la glande mammaire, différents travaux décrivent l'implication de 

l'uPA lors de la phase d'involution (Ossowski et Reich, 1979 ; Talhouk et al., 1992) 

alors que son expression est diminuée lors de la lactation (Busso et al., 1989). Dans ·un 

précédent travail, nous avons pu montrer que le gène uP A était exprimé au niveau des 

bourgeons mammaires terminaux chez des souris pubertaires (Delannoy-Courdent et al., 

1996). En ce qui concerne les tumeurs cancéreuses, plusieurs études ont montré une 

augmentation des niveaux aussi bien d'uPA que de PAI-l dans les carcinomes 

mammaires et ont pu associer de hauts niveaux d'uPA et de PAI-l à un mauvais pronostic 

clinique (Y amashita et al., 1992 ; Bouchet et al., 1994; Foekens et al., 1994, 1995). Ces 

données semblent en contradiction avec les dosages que nous avons réalisés puisqu'en 

conditions témoins, aussi bien en cultures 2 D qu'en cultures 3 D, les niveaux d'activité 

uPA et de PAI-l les plus élevés ont été déterminés sur les cellules nonnales (CEMN). 

Cependant, dans ce travail, nous avons effectué des dosages d'activité uPA alors que les 

travaux cités précédemment décrivent des niveaux de protéines uPA. L'activité de la 

protéine uPA étant régulée par plusieurs inhibiteurs (PAI-l, PAI-2 ... ), il est concevable 

de penser que des niveaux importants de protéine uPA ne reflètent pas nécessairement des 
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niveaux élevés d'activité uPA de sorte que l'activité uPA de base de cellules normales 

peut être supérieure à celle observée dans les cellules cancéreuses. 

Lorsque l'on compare les niveaux d'activité uPA et de PAI-l mesurés dans les 

cellules cancéreuses en conditions témoins, on observe qu'ils sont plus importants dans 

les cellules MDA-MB-231 fortement invasives que dans les cellules MCF-7 faiblement 

invasives. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Holst-Hansen et al. (1996) qui 

ont montré des niveaux de PAI-l et d'uPA plus élevés dans les cellules MDA-MB-231 

que dans les cellules MCF-7. Les études réalisées par Pourreau-Schneider et al. (1989) 

sur ces mêmes cellules avaient eux-aussi montré une activité uPA supérieure dans les 

cellules MDA-MB-231. Ils indiquaient également que cette activité était non modulable 

dans les cellules MDA-MB-231 (voir également Long et Rose, 1996) alors qu'elle 

pouvait être augmentée dans les cellules MCF-7 par incubation avec du 178-estradiol, tout 

en restant inférieure à l'activité observée dans les cellules MDA-MB-231. Rappelons que 

nos dosages ont été effectués sur des cellules cultivées en milieu dépourvu de rouge de 

phénol, produit connu pour son activité oestrogènique. Les faibles niveaux voire 

l'absence d'activité uPA dans les cellules MCF-7 peuvent être la conséquence de 

l'utilisation de ce milieu et de l'absence de stimulation oestrogènique. 

Plusieurs travaux ont déjà mis en avant l'implication de l'uPA dans les 

mécanismes de migration cellulaire. Kenagy et al. (1996) ont observé une élévation de 

l'activité uPA lors de la migration de cellules musculaires lisses et cette migration peut être 

inhibée par des anticorps anti-uPA ainsi que par l'amiloride qui bloque de manière 

spécifique l'activité uPA. Ces résultats ont été confirmés par les travaux de Wijnberg et 

al. (1996) qui, en ajoutant de l'uPA dans le milieu de culture de ces cellules musculaires 

lisses, augmentent de 30% leur migration. 
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2 : Mise en évidence d'une corrélation entre des variations de la balance activité 

uPNniveaux de PAI-l et des modifications du comportement des cellules épithéliales 

Si l'on observe en parallèle le comportement de nos cellules épithéliales 

mammaires sous stimulation par le milieu conditionné MRC-5 et les niveaux d'activité 

uPA et de PAI-l, on note: 

- en cultures 2 D: 

• pour les CEMN et les cellules MCF-7 : 

-une augmentation à la fois de l'activité uPA et des niveaux de PAI-l 

- pas de modification morphologique 

• pour les cellules HBL-100: 

-une augmentation de l'activité uPA sans variation du niveau de PAI-l 

- une forte dispersion des cellules 

• pour les cellules MDA-MB-231: 

-aucune variation ni de l'activité uPA ni du niveau de PAI-l 

- une augmentation de la dispersion cellulaire 

-en cultures 3D: 

• pour les CEMN, les cellules HBL-100 et MDA-MB-231 : 

-une augmentation de l'activité uPA sans variation des niveaux de PAI-l 

- une morphogenèse ou une invasion cellulaire 

• pour les cellules MCF-7 : 

- une augmentation à la fois de l'activité uPA et du niveau de PAI-l 

- pas de modification morphologique 

Notons que nous mesurons, d'une part, une variation d'activité enzymatique 

(activité uPA) et, d'autre part, une variation de protéine inhibitrice (PAI-l). Nous ne 

pouvons donner une valeur chiffrée à la balance activité uPNniveau de PAI-l et c'est 

pourquoi nous ne discuterons nos résultats qu'en "tendance" en introduisant le terme de 

"potentiel de dégradation matricielle" selon les critères présentés ci-dessous : 
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- il sera positif lorsque : 

• l'activité uPA augmente et le niveau de PAl -1 est stable ou diminue 

•l'activité uPA est stable et le niveau de PAI-l diminue 

- il sera stable lorsque : 

• l'activité uPA et le niveau de PAI-l augmentent, sont stables ou diminuent 

parallèlement 

-il sera négatif lorsque: 

•l'activité uPA est stable etle niveau de PAI-l augmente 

•l'activité uPA diminue etle niveau de PAI-l est stable ou augmente 

Le tableau suivant établit les potentiels de dégradation matricielle sur nos 

différentes cultures. 

Tableau 7: effet du milieu conditionné des fibroblastes MRC-5 sur le potentiel de 
dégradation matricielle des cellules épithéliales mammaires en cultures 2 D et3 D. 

2 D +MC-MRCS 3D+ MC-MRCS 

activité activité 
uPA PAI-l Potentiel uPA PAI-l Potentiel 

CEMN QI QI stable QI = positif 

HBL-100 QI = positif QI = positif 

MCF-7 QI QI stable QI 0 stable 

MDA = = stable 0 = positif 

A partir de ce tableau et du tableau 2 (chapitre 1), nous pouvons établir clairement une 

corrélation entre les variations du comportement de nos cellules épithéliales et des 

variations de leur potentiel de dégradation matricielle : 

- la migration, la tubulogenèse et l'invasion cellulaire épithéliales sont associées à 

un potentiel positif(HBL-100 en 2D, CEMN, HBL-100 etMDA-MB-231 en 3D) 

-l'absence de morphogenèse épithéliale est associée à un potentiel stable (cas des 

MCF-7 en 2D et 3D). 
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3: Ori~ne des fluctuations d'activité uPA et des taux de PAI-l 

Des phénomènes d'induction d'expression ou de production de diverses protéases 

dans des expériences de co-cultures ont été relatés par plusieurs auteurs. Lengyel et al. 

( 1995) décrivent l'induction de l'expression de la MMP-9 ( collagénase IV de 92 000 Da) 

dans des cellules de carcinome squameux par une protéine non déterminée de masse 

moléculaire comprise entre 3 000 et 10 000 Da, produite par des fibroblastes issus de la 

cavité buccale. De même, la MMP-9 est induite dans plusieurs lignées cancéreuses 

mammaires co-cultivées en présence de fibroblastes d'embryon de rat mais dans ce cas, la 

protéine inductrice, non déterminée également, présente une masse moléculaire comprise 

entre 30 et 100 kDa (Himelstein et Muschel, 1996). Co-cultivées en présence de 

plaquettes sanguines, les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 voient leurs capacités 

invasives augmenter (Belloc et al., 1995). Ces auteurs ont pu montrer que dans les 

cellules MDA-MB-231, mais pas dans les cellules MCF-7, la production de MMP-9 était 

fortement augmentée dans ces conditions et qu'ils pouvaient diminuer de 60% l'invasion 

cellulaire par addition de TIMP-1, inhibiteur de métalloprotéases. Ils ont pu également 

montrer que dans ces conditions de co-culture, les niveaux d'activité uPA n'étaient quant 

à eux modifiés dans aucune des lignées épithéliales mammaires. Dans un autre travail, 

Adam etal. (1994) ont étudié la production de Cathepsine D par des cellules épithéliales 

cancéreuses mammaires co-cultivées avec différents types de fibroblastes mammaires: 

cette production est augmentée moyennement dans les cellules MCF-7 co-cultivées avec 

des fibroblastes mammaires normaux et plus fortement en présence de fibroblastes 

mammaires cancéreux. Nous avons déjà décrit la tubulogenèse des cellules épithéliales 

rénales MDCK sous l'effet du milieu conditionné MRC-5, morphogenèse pouvant être 

inhibée en présence d'inhibiteurs de protéases tels que l'aprotinine (Montesano et al., 

1991 a, b). Dans la suite de ces travaux, Pepper et al. (1992 a) ont montré que cette 

tubulogenèse induite s'accompagnait d'une augmentation de l'expression du gène uPA et 

de l'activité uPA. De manière très intéressante, ils ont également montré que la propriété 

du milieu conditionné MRC-5 à induire l'uPA était complètement inhibée en pré-incubant 

ce milieu avec des anticorps neutralisants anti-HGF/SF et pouvait être rétablie en ajoutant 

96 



de l'HGF/SF recombinant dans le milieu, signes que l'HGF/SF serait à l'origine de 

l'activation du gène uPA. Par ailleurs, il est intéressant de noter que l'uPA est capable 

d'activer la fmme latente de l'HGF/SF, le pro-HGF (Naldini et al., 1992 ; Mars et al., 

1993). On peut ainsi établir un mécanisme d'activation en boucle entre ces deux 

molécules. Récemment, les travaux de Besser et al. (1997) ont pu confirmer le lien 

supposé entre HGF/SF et le gène uPA en montrant que chez des cellules MDCK 

transfectées, l'oncogène Trp-MEf, forme constitutionnellement active du récepteur C­

MEf de l'HGF/SF, active le gène uPA via une voie de signalisation dépendante de la 

protéine GRB2. Dans nos modèles de reconstitution mammaire, il est donc concevable 

que l'HGF/SF présent dans le milieu conditionné MRC-5 puisse être à l'origine de 

l'augmentation de l'expression du gène uPA (Delannoy-Courdent et al., 1996) et de 

l'activité uPA résultante. 

Par ailleurs, il a été montré qu'une stimulation de cellules endothéliales par du 

FGF-2 résulte en une augmentation de l'activité uPA produite par ces cellules stimulées 

(Rusnati et al., 1996). Les travaux présentés par El Yazidi et Boilly-Marer (1995) et 

Renaud et al. (1996) ont montré que les quatre types cellulaires que nous utilisons 

produisent ce type de facteurs de croissance en 2 D. Pouvons nous envisager une 

situation de stimulation autocrine d'uPA par les cellules elles-mêmes ? Les travaux de 

Warburton et al. (1996) ont montré récemment que les cellules myoépithéliales mais pas 

les cellules épithéliales mammaires étaient capables d'augmenter leur activité uPA sous 

stimulation par le FGF-2. Nous pouvons replacer un mécanisme de stimulation paracrine 

par le FGF-2 dans un contexte physiologique in situ où les cellules épithéliales qui 

produisent le FGF-2 stimulent l'activité uPA des cellules myoépithéliales et participent 

ainsi à la protéolyse matricielle. 

Mais qu'en est-il de l'augmentation des niveaux de PAI-l observée dans certains 

cas ? Les travaux menés par Wotja et al. (1994) sur une lignée cellulaire d'hépatome 

humain ont montré que l'HGF/SF était capable d'augmenter l'expression de PAI-l et ceci 

pose le délicat problème du rôle de l'HGF/SF en tant que régulateur de l'expression du 
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gène uPA mais aussi de l'un de ses inhibiteurs. Des études réalisées sur des cellules 

myoépithéliales mammaires ont mis en évidence une augmentation de la synthèse de PAI­

l par le TGF-Bl (Warburton et al., 1996) et Arnoletti et al. (1995) ont montré que le 

TGF-Bl mais aussi la thrombospondine, molécule d'adhérence cellulaire, étaient capables 

d'augmenter la sécrétion de PAI-l par les cellules MDA-MB-231. On sait que les cellules 

épithéliales mammaires produisent du TGF-Bl (Arrick et al., 1990 ; Jeng et al., 1993). 

Existe-t-il également un effet du milieu conditionné MRC-5 sur cette production de TGF­

Bl et par conséquent, sur la production de PAI-l ? 

4 ; variations de déwdation matricielle et mécanismes d'adhérence cellulaire 

Des variations du potentiel de dégradation matricielle auront pour effets non 

seulement de déstabiliser l'architecture matricielle mais également de modifier les 

mécanismes d'adhérence et de jonction cellules/cellules et cellules/matrice extracellulaire. 

L'implication de molécules d'adhérence cellulaire dans le développement normal 

de la glande mammaire a été décrit dans de nombreuses publications. Ces molécules sont 

de plusieurs types: E et P-cadhérines (Daniel et al., 1995), thrombospondine (Péchoux et 

al., 1994), intégrine a2B1 (Klinowska et al., 1996 ; Keely et al., 1995). Dans des 

modèles de reconstitution mammaire in vitro, l'utilisation d'anticorps dirigés contre les 

sous-unités intégrines a2, a3, a6, B 1 et B4 ont mis en évidence le rôle de ces sous- unités 

dans la morphogenèse du branchement des cellules épithéliales (Berdichevsky et al., 1992 

; Stahl et al., 1997). Des perturbations d'adhérence cellulaire sont généralement observées 

dans les phénomènes de progression tumorale (pour revues, voir Takeichi, 1993 ; 

Albelda, 1994; Miyasaka, 1995; Judware et Culp, 1997). Dans les cas de cancérogenèse 

mammaire, des altérations au niveau de l'expression de ces molécules d'adhérence sont 

fréquemment observées et concernent aussi bien les intégrines (Zutter et al., 1993 ; 

Bergstraesser et Weitzman, 1994), la thrombospondine (Bertin et al., 1997) que l'E­

cadhérine (Moll et al., 1993 ; Berx et al., 1996 ; Gamallo et al., 1996). Par ailleurs, il 

existe une corrélation négative entre les niveaux d'expression de molécules d'adhérence et 

la capacité d'invasion des cellules épithéliales: les cellules MCF-7, hormono-dépendantes 
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et faiblement invasives expriment fortement la thrombospondine et l'E-cadhérine alors 

que les cellules MDA-MB-231 honnono-indépendantes et fortement invasives 

n'expriment que faiblement ou pas ces deux molécules (Sommers et al., 1994 ; Michaud 

et Poyet, 1994). Lorsque l'on induit des cellules avec du milieu contenant un facteur 

d'essaimage (par exemple le milieu conditionné MRC-5), les cellules présentant de faibles 

niveaux d'adhérence (cellules MDA-MB-231) auront a priori plus de prédisposition à se 

mouvoir que les cellules présentant des niveaux d'adhérence importants (cellules MCF-

7). Il serait d'un grand intérêt d'étudier l'effet du milieu conditionné sur la régulation de 

l'expression de ces molécules d'adhérence dans chacun de nos types épithéliaux 

mammaires et pouvoir ainsi éclaircir les relations qu'il peut y avoir entre: 

-sensibilité à une induction mésenchymateuse (niveaux de récepteurs C-MET ... ) 

- régulation de 1' expression de protéases et de leurs inhibiteurs ( uPA/PAI -1 ... ) 

-régulation de l'expression des molécules d'adhérence cellulaire (E-cadhérine, 

intégrines, thrombospondine ... ) 

Chacune de ces composantes a un rôle individuel dans l'établissement du comportement 

épithélial et c'est l'interconnection fmale de ces trois composantes qui établira le 

comportement définitif de la cellule épithéliale mammaire étudiée. 

Ainsi, nous venons de voir que les cellules épithéliales mammaires jouent un rôle 

non pas passif mais actif dans l'établissement de leur comportement sous l'action d'une 

induction mésenchymateuse en modifiant l'expression et la synthèse de protéases 

matricielles et de leurs inhibiteurs. Dans le dernier chapitre de notre étude, nous allons 

étudier les interactions inverses, c'est-à-dire le rôle que peuvent avoir ces cellules 

épithéliales mammaires sur la composante mésenchymateuse. Nous allons observer s'il 

existe des modifications d'activité uPA et de niveaux de PAI-l dans les fibroblastes 

MRC-5 avec, pour conséquence, l'apparition d'une propriété "permissive" du 

mésenchyme facilitant ainsi sa propre pénétration par les cellules épithéliales. 
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CHAPITRE III 

VARIATIONS DE L'ACTIVITE uPA 
ET DES TAUX DE PAI-l DANS 
LES FIBROBLASTES MRC-5: 

ROLE DU MESENCHYME SUR LE 
COMPORTEMENT MIGRATOIRE 

ET INVASIF DES CELLULES 
EPITHELIALES 
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INTRODUCTION 

Dans ce troisième chapitre, nous abordons l'étude de la composante 

mésenchymateuse, représentée dans nos modèles par les fibroblastes MRC-5, sous l'effet 

d'une stimulation par les cellules épithéliales mammaires. En effet, nous venons de 

montrer qu'il existe une corrélation entre des variations de niveaux d'activité uPA et de 

PAI-l mesurés dans des cultures de cellules épithéliales et la capacité de ces cellules 

épithéliales à entreprendre une réorganisation morphologique. Cependant, les travaux de 

Wemert et al. (1994) ont montré que les fibroblastes avaient la capacité d'entreprendre 

leur propre désorganisation et faciliter ainsi l'invasion du stroma tumoral par les cellules 

épithéliales. De plus, nous avons pu montrer qu'en cultures bidimensionnelles, du milieu 

conditionné par 1 'un ou 1' autre des quatre types épithéliaux mammaires que nous utilisons 

stimule l'expression du gène uPA dans les fibroblastes MRC-5 (Delannoy-Courdent et 

al., 1996). 

Pour cette étude, nous avons réalisé des cultures de fibroblastes en 2 D et en 3 D 

en présence ou non de milieu conditionné par les cellules épithéliales mammaires et pour 

chacune des conditions, nous avons mesuré l'activité uPA et les niveaux de PAI-l 

présents dans les extraits cellulaires des fibroblastes et dans leur surnageant. 

MATERIEL ET METHODES 

I PREPARATION DU MILIEU CONDITIONNE PAR LES CELLULES 

EPITHELIALES MAMMAIRES HUMAINES 

Les cellules épithéliales mammaires sont ensemencées en boîte de culture à raison 

de 60 000 cellules/ml (12 ml/boîte de 75 cm2). A subconfluence, le milieu de culture est 

aspiré, les cellules rincées deux fois puis chaque boîte de 75 cm2 est remplie avec 12 ml 

de milieu complet (avec sérum) ou de sevrage (milieu sans sérum contenant 5 pg/ml 

d'insuline, 30 pg/ml de transferrine et 2 pg/ml de fibronectine), avec ou sans rouge de 

phénol. Après 48 h d'incubation, les milieux sont récupérés dans des tubes siliconés, 
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centrigugés à .500 g pendant 10 mn pour éliminer les débris cellulaires et stockés à -20°C 

jusqu'à utilisation. 

II DOSAGE DE L'ACTIVITE oPA ET DES NIYEAUX DE PAI-l DANS 

LES FIBROBLASTES MRC-5 

1 :En cultures bidimensionnelles 

Les fibroblastes MRC-5 sont ensemencés à raison de 50 000 cellules/ml en boîte 

de Petri de 60 mm (4 ml/boîte) en présence d'un mélange de milieu complet et de milieu 

complet conditionné ou non par les cellules épithéliales (111), renouvelé tous les deux 

jours. Après 5 jours de culture, les cellules sont rincées pendant 1 h avec du milieu sans 

sérum puis incubées en présence d'un mélange identique à celui cité précédemment mais 

ne contenant ni sérum ni rouge de phénol. Après 24 h, le surnageant est récupéré, les 

cellules sont reprises dans 1,5 ml de tampon d'extraction et l'ensemble est alors dosé 

(uPA, PAI-l, ADN) selon les techniques décrites précédemment dans le chapitre II. 

2 : En cultures tridimensionnelles 

Les fibroblastes MRC-5 sont cultivés en gel de collagène (500 000 cellules/ml de 

gel, 300 pl de gel/puits de 16 mm de diamètre, 500 pl de milieu/puits) en présence d'un 

mélange de milieu complet sans rouge de phénol et de milieu complet sans rouge de 

phénol conditionné ou non par les cellules épithéliales (111), renouvelé quotidiennement 

pendant 5 jours. Les cellules sont alors rincées avec du milieu de sevrage sans rouge de 

phénol pendant 2 h puis incubées en présence du mélange décrit ci-dessus mais sans 

sérum. Après 24 h d'incubation, les surnageants sont récupérés et congelés à - 20°C 

jusqu'à utilisation. Les gels sont récupérés et digérés par la collagénase selon le protocole 

décrit dans le chapitre II. Chaque extrait cellulaire est repris dans .500 pl de tampon 

d'extraction puis congelé. Surnageants et extraits cellulaires sont alors traités selon les 

techniques décrites dans le chapitre Il pour les cellules épithéliales (uPA, PAI-l, ADN). 
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RESULTATS 

1 DOSAGE DE L'ACTIVITE uP A PRESENTE DANS LES CULTURES 

2 D et 3 D DE FIBROBLASTES MRC-S 

1 :En cultures bidimensionnelles 

Les valeurs d'activité uPA en cultures bidimensionnelles sont regroupées dans le 

tableau 8 et correspondent à la somme des valeurs ± écart type de dosages en triplicate sur 

2 expériences (lysats et surnageants rassemblés). 

Sous l'effet d'une stimulation par du milieu conditionné par les cellules HBL-1 00, 

MCF-7 ou MDA-MB-231, nous constatons que les cultures de fibroblastes MRC-5 ne 

présentent aucune variation d'activité uPA. Par contre, sous l'effet du milieu conditionné 

par les CEMN, on observe une augmentation de l'activité uPA d'environ 350%. 

tableau 8: activité uPA présente dans les cultures de MRC-5 en 2 D 

condition activité uPA (00/pg ADN) 

témoin 52,93 ± 10,69 

+MC-CEMN 237,05 ± 15,61 * 

+MC-HBL 100 70,22 ± 8,13 

+MC-MCF7 28,93 ± 5,64 

+MC-MDA 52,76 ± 6,71 

* = P < 5% ; MC = milieu conditionné ; DO = densité optique 
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2: En cultures tridimensionnelles 

Les valeurs d'activité uPA en cultures tridimensionnelles sont regroupées dans le 

tableau 9 et correspondent à la somme des valeurs ± écart type de dosages en triplicate sur 

2 expériences comprenant 2 gels (lysats et surnageants rassemblés). 

L'incubation des fibroblastes MRC-5 avec du milieu conditionné par les CEMN 

ou les cellules MCF-7 n'entraîne aucune variation de l'activité uPA présente dans ces 

cultures. En présence de milieu conditionné par les cellules HBL-1 00 et les cellules MDA­

MB-231, on observe une augmentation respectivement de 215% et 180% de l'activité 

uPA. 

tableau 9: activité uPA présente dans les cultures de MRC-5 en 3 D 

condition activité uPA (DO/pg ADN) 

témoin 17,44 ± 1,16 

+MC-CEMN 16,26 ± 1,47 

+MC-HBL 100 55±8,23 * 

+MC-MCF7 32,41 ± 7,91 

+MC-MDA 49,36 ± 8,10 * 

* = P < 5% ; MC = milieu conditionné ; DO = densité optique 
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II DOSAGE DES NIVEAUX DE PAI-l PRESENTS DANS LES 

CULTURES 2 D et 3 D DE FIBROBLASTES MRC-5 

1 :En cultures bidimensionnelles 

Les niveaux de PAI-l en cultures bidimensionnelles sont regroupés dans le tableau 

10 et correspondent à la somme des valeurs ± écart type de dosages en duplicate sur 2 

expériences (lysats et surnageants rassemblés). 

Sous l'effet d'une stimulation par l'un ou l'autre des milieux conditionnés par les 

cellules épithéliales mammaires humaines, nous constatons que les cultures de 

fibroblastes MRC-5 ne présentent aucune variation significative des niveaux de PAI-l. 

tableau 10: niveaux de PAI-l présents dans les cultures de MRC-5 en 2 D 

condition niveau de PAI-l (ng/JlgADN) 

témoin 15.64 ± 2.35 

+MC-CEMN 10.68 ± 0.94 

+ MC-HBL 100 26.92 ± 3.27 

+MC-MCF7 14.26 ± 2.25 

+MC-MDA 26.12 ± 3.16 

* = P < 5% ; MC = milieu conditionné 
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2 : En cultures tridimensionnelles 

Les niveaux de PAI-l en cultures tridimensionnelles sont regroupés dans le 

tableau 11 et correspondent à la somme des valeurs ± écart type de dosages en duplicate 

sur 2 expériences comprenant 2 gels (lysats et surnageants rassemblés). 

L'incubation des fibroblastes MRC-5 avec du milieu conditionné par les cellules 

HBL-100, MCF-7 ou MDA-MB-231 n'entraîne aucune variation des niveaux de PAI-l 

présents dans ces cultures. Par contre, en présence de milieu conditionné par les CEMN, 

on observe une diminution de 38% des niveaux de PAI-l présents dans les cultures de 

fibroblastes. 

tableau 11: niveaux de PAI-l présents dans les cultures de MR.C-5 en 3D 

condition niveau de PAI-l (ng/pg ADN) 

témoin 8.82 ± 0.32 

+MC-CEMN 5.44 ± 0.47 * 

+MC-HBL 100 12.93 ± 1.99 

+MC-MCF7 6.40 ± 1.23 

+MC-MDA 13.31 ± 2.15 

* = P < 5% ; MC = milieu conditionné 
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DISCUSSION 

Dans les deux premiers chapitres de ce travail, nous avons exposé des éléments 

d'interactions épithélio-mésenchymateuses intervenant au cours d'un développement 

mammaire normal ou cancéreux reconstitué in vitro en décrivant une voie de signalisation 

qui s'établissait du compartiment mésenchymateux vers le compartiment épithélial et qui 

montrait que les fibroblastes étaient capables (ou non) d'induire un comportement propre 

aux cellules épithéliales corrélé à des modifications de leurs niveaux de PAI-l et d'activité 

uPA. Dans ce chapitre, nous apportons des éléments qui montrent qu'il existe également 

une voie de signalisation qui s'établit du compartiment épithélial vers le compartiment 

mésenchymateux. 

Sur le plan morphologique, les fibroblastes sont des cellules statiques, c'est-à-dire 

qu'elles ne sont pas en mesure de modifier leur phénotype sauf dans de rares cas. Citons 

par exemple les fibroblastes 3T3-Ll qui, à confluence, se différencie en adipocytes 

(Green et Meuth, 1974). De plus, cultivés en 3 D, les fibroblastes se répartissent le long 

des fibres de collagène et deviennent alors difficilement observables. Nous n'avons donc 

pas étudié le comportement de ces cellules en présence de milieu conditionné par les 

cellules épithéliales mammaires. Par contre, nous avons pu étudier l'effet de ces différents 

milieux conditionnés sur les niveaux de PAI-l et d'activité uPA présents dans les cultures 

de fibroblastes. 

Dans un travail précédent (Delannoy-Courdent et al., 1996), nous avons montré 

que les milieux conditionnés de nos cellules épithéliales mammaires augmentaient après 

24 h d'incubation l'expression du gène uPA dans les fibroblastes MRC-5 cultivés en 2 D 

sur des lames coatées au collagène. Dans ce travail-ci, nous montrons que seule l'activité 

uPA des fibroblastes stimulés par le milieu conditionné des CEMN était augmentée. Ces 

résultats ne sont cependant pas contradictoires. En effet, comme nous l'avons déjà dit, 

nous mesurons une activité uPA et non pas un niveau de protéines. L'augmentation de 

l'expression du gène uPA peut détenniner effectivement une augmentation du niveau de 

protéines uPA (s'il n'y a pas de régulation post-transcriptionnelle) mais si, en parallèle, 

nous avons une augmentation des niveaux d'inhibiteurs de l'uPA, il en résulte une 
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absence de modification d'activité uPA. De plus, pour des raisons techniques liées au 

protocole d'hybridation in situ, les fibroblastes MR.C-5 ont été cultivés certes en deux 

dimensions mais sur des lames en verre qui avaient été traitées au préalable par une 

solution de collagène, ceci afin de permettre l'adhérence des cellules sur ce type de 

support. Cette matrice, aussi minime soit-elle, peut avoir des effets sur l'expression 

génique. 

Dans la suite de notre analyse, nous allons observer l'effet du milieu conditionné 

des cellules épithéliales sur le potentiel de dégradation matricielle (défini selon les critères 

précédemment décrits dans le chapitre II) présenté par les fibroblastes (tableau 12). 

Tableau 12: effet du milieu conditionné des cellules épithéliales mammaires sur le 
potentiel de dégradation matricielle des fibroblastes MR.C-5 en cultures 2 D et 3D. 

2D 3D 

activité activité 
uPA PAI-l Potentiel uPA PAI-l Potentiel 

+MC-CEMN ~ - positif - ~ positif - -
+ MC-BBL-100 - - stable <) - positif - - -
+MC-MCF-7 - = stable - - stable - - -
+MC-MDA - - stable <) - positif - - -

Nous voyons que: 

- en2D: 

• le potentiel est positif en présence de milieu conditionné par les CEMN 

• le potentiel est stable en présence de milieu conditionné par les cellules HBL-

100, MCF-7 ou MDA-:MB-231 

- en3 D: 

• le potentiel est positif en présence de milieu conditionné par les CEMN, les 

cellules HBL-100 ou 'MDA-l\ffi-231 

• le potentiel est stable en présence de milieu conditionné par les cellules MCF-7 
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Figure 10 : Relations entre l'attachement des cellules à la matrice extracellulaire et 

activation génique (d'après Judware et Culp, 1997). Les cellules s'attachent aux 

composants de la matrice extracellulaire (fibronectine, collagène ... ) par l'intermédiare de 

récepteurs membranaires de types HSPG ou intégrines.Cette liaison induit l'aggrégation 

des intégrines au niveau de points focaux en liaison avec des protéines du cytosquelette 

(taline, vinculine, F-actin ... ) ainsi que l'activation de nombreux système de transduction 

du signal via des protéines FAK (Focal Adhesion Kinase) et des protéines kinase C 

(PKC). TI apparaîtra également des modifications du pH interne et de la concentration 

calcique intracellulaire. Sous l'effet de l'activation de PKC, le complexe inactif NF­

KB/IKB se dissocie et libère le NF-KB actif. Celui-ci va alors activer la transcription de 

certains gènes alors que d'autres gènes, au contraire, seront reprimés. 



A partir de l'analyse de ces tendances, nous pouvons tirer quelques points essentiels : 

Le premier point est l'importance du critère environnemental puisque les 

fibroblastes, quand ils sont placés en collagène, sont plus sensibles au milieu conditionné 

que lorsqu'ils sont cultivés sur un support plastique (fond de boîte de culture). La matrice 

extracellulaire serait donc en mesure de rendre ces cellules plus réceptives aux signaux 

extérieurs. Ce caractère de réceptivité peut être en rapport avec les liaisons qui 

s'établissent entre la matrice extracellulaire et l'architecture interne des fibroblastes qui 

s'organise de manière plus fonctionnelle en présence d'un environnement naturel. Or, il a 

été montré que le cytosquelette a un rôle dans les mécanismes d'activation génique via ses 

interactions avec des protéines kinase (Judware et Culp, 1997. figure 10). 

Le deuxième point important de cette étude est que certaines de nos cellules 

épithéliales mammaires sont effectivement capable d'induire des variations des capacités 

protéolytiques des fibroblastes MR.C-5. Ces résultats sont en accord avec de précédents 

travaux réalisés sur des co-cultures de fibroblastes et de divers types cellulaires et 

s'inscrivent dans une logique d'augmentation de ces activités de dégradation matricielle. 

Des lignées cellulaires d'adénocarcinome ovarien humain sont capables d'induire 

l'expression des gélatinases A et B (MMP-2 et MMP-9 respectivement) dans des 

fibroblastes murins de peau (Miyagi et al, 1995). De même, Segain et al. (1996) ont décrit 

l'augmentation de l'expression et de la production de MMP-9 dans divers types de 

fibroblastes co-cultivés avec des cellules de carcinomes colorectaux primaires. Ils ont 

également montré que dans certains cas, il fallait qu'il y ait un contact direct entre les deux 

types cellulaires co-cultivés pour avoir cette induction. Des expériences de co-cultures 

réalisées à partir de fibroblastes dermiques humains et de diverses cellules épithéliales 

mammaires ont montré que des cellules normales augmentent uniquement la production 

d'inhibiteur de métalloprotéase (TIMP-1) par ces fibroblastes alors que les cellules MCF-

7 et les cellules BT-20 augmentent non seulement la production de TIMP-1 mais aussi la 

production de la collagénase intersticielle (MMP-1), de la gélatinase A (MMP-2) et de la 

stromélysine (MMP-3). Notons que pour les cellules MCF-7, il n'y a pas nécessairement 
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Figure 11 : Régulation de l'HGF, de l'uPA, du PAI-l et du TGF-B dans des situations 

d'interactions épithélio-mésenchymateuses (d'après Byers et aL, 1994). Les cellules 

épithéliales expriment un ou des facteurs qui stimulent l'expression de pro-HGF par les 

fibroblastes (1). Ce pro-HGF est activé par l'uPA (2) et induit une réponse biologique 

aux cellules épithéliales (motogenèse, morphogenèse ... ). Il peut en résulter une 

modification de la production des facteurs stimulateurs épithéliaux (3) ainsi que de la 

production de TGF-B par les cellules épithéliales (4). Par ailleurs, l'HGF peut induire 

l'expression de l'uP A (5) et ceci peut avoir comme effets d'augmenter l'activation du pro­

HGF (6) et de convertir le plasminogène en plasmine (7). Celle-ci, en plus de son rôle 

sur la dégradation matricielle, peut activer la forme latente du TGF-B (L TGF-B) (8), ce 

qui peut avoir comme effets d'inhiber les réponses biologiques induites par l'HGF (9) et 

d'inhiber la sécrétion de pro-HGF par les fibroblastes (10). Le TGF-B peut également 

induire sa propre expression par les fibroblastes (11) ainsi que l'expression de PAI-l 

(12 ). Il en résulte alors une inhibition de l'activité uP A d'où une diminution de la 

conversion du plasminogène en plasmine (13) et une inhibition de l'activation du pro­

HGF en HGF (14 ). 



besoin de contacts cellulaires car leur milieu conditionné produit les mêmes variations (lto 

et al., 1995 a). Les études de Noël et al. (1993 b ), quant à elles, ont montré une élévation 

de l'activité de la collagénase intersticielle produite par des fibroblastes de peau co-cultivés 

en présence de cellules MDA-MB-231. Cette activité est stable en présence de cellules 

HBL-100. Par contre, contrairement aux travaux de Ito et al. (1995 a), cette activité est 

plus faible en conditions de co-cultures avec les cellules MCF-7. 

Le troisième point important de cette étude est que les cellules épithéliales 

mammaires capables d'induire un potentiel protéolytique positif sur les fibroblastes sont 

justement celles qui possèdent une capacité de réponse morphologique à une stimulation 

par ces fibroblastes. 

L'ensemble de ces travaux pose le problème du lien entre le niveau du potentiel 

invasif des cellules épithéliales et la response stromale vis à vis de ces cellules épithéliales 

puisqu'il semble que le "dialogue" qui s'établit entre les deux feuillets dépend de la qualité 

(normale ou cancéreuse) de chacun des constituants de ces feuillets. Dans notre étude, 

nous arrivons ainsi à définir une situation complexe et très subtile dans laquelle des 

fibroblastes vont induire une réponse morphologique à des cellules épithéliales 

mammaires. Ces cellules présentent alors une capacité protéolytique plus élevée, facilitant 

leur déplacement propre (régulation des mécanismes d'adhérence cellulaire ?), mais vont 

également faciliter leur pénétration à l'intérieur du mésenchyme en induisant les 

fibroblastes à augmenter leur capacité protéolytique et à désorganiser l'architecture 

matricielle de ce mésenchyme. Une partie de cette situation a été décrite précédemment par 

Byers et al. (1994) et est présentée dans la figure 11. Son titre ? "les carcinomes 

mammaires: un désordre collectif' ... 
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CONCLUSION GENERALE 
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Le développement et la tumorigenèse mammaires font intervenir au sein d'une 

matrice extracellulaire des mécanismes d'interactions entre l'épithélium et le mésenchyme 

environnant qui composent cet organe. Le premier but de notre travail a été de mettre au 

point des modèles in vitro de reconstitution mammaire normale ou cancéreuse réunissant 

ces différents effecteurs. 

En cultures bidimensionnelles, sous l'influence de milieu conditionné par les 

fibroblastes MRC-5 producteurs d'un facteur d'essaimage, l'HGF/SF, certaines lignées 

épithéliales développent un comportement migratoire, comme cela est le cas pour les 

cellules HBL-1 00, ou voient leur caractère migratoire potentialisé (cellules MDA-MB-

231). Les cellules MCF-7 ainsi que les cellules normales ne semblent pas 

morphologiquement sensibles à ce milieu conditionné. 

Placées dans un contexte tridimensionnel en gel de collagène et soumises à 

l'influence des fibroblastes MRC-5 ou de leur milieu conditionné, ces cellules acquièrent 

la faculté de s'organiser selon des modalités qui sont en accord avec leur statut: les 

cellules normales présentent une tubulogenèse. Les cellules HBL-100 moins "normales", 

puisque immortalisées, mais non cancéreuses, présentent une invasion groupée et 

s'organisent en cordons. Les cellules MDA-MB-231 cancéreuses, hormono­

indépendantes et fortement invasives voient leurs capacités invasives augmenter dans ces 

conditions. Les cellules MCF-7 cancéreuses, hormono-dépendantes et faiblement 

invasives restent insensibles morphologiquement à l'influence des fibroblastes MRC-5. 

Dans un deuxième temps, nous avons mesuré les variations de l'activité uPA et 

des niveaux de PAI-l afin d'observer le potentiel de dégradation matricielle présenté par 

les cellules épithéliales au cours de ces remaniements morphologiques. Nous avons pu 

ainsi déterminer une corrélation entre l'apparition ou la potentialisation des capacités 

migratrices et invasives des cellules épithéliales et une augmentation de leur potentiel 

protéolytique. De même, nous avons pu corréler une absence de remaniement 

morphologique avec une augmentation à la fois de l'activité uPA et des niveaux de PAI-l 

dont nous considérons la résultante comme étant un potentiel protéolytique inchangé. 
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Notons cependant que notre étude se limite à deux paramètres d'un système 

extrèmement complexe où peuvent venir se greffer d'autres intervenants. Il nous paraît 

par exemple indispensable d'étudier les statuts des récepteurs soit à l'uPA, soit aux 

facteurs morphogènes, partenaires incontournables des systèmes que nous avons étudiés. 

Par ailleurs, nous avons observé l'effet des cellules épithéliales mammaires sur la 

capacité des fibroblastes MRC-5 à dégrader leur environnement. Nous avons pu observer 

que les cellules épithéliales mammaires qui étaient sensibles morphologiquement à 

l'influence de ces fibroblastes étaient capables d'augmenter le potentiel de dégradation 

matricielle de ces mêmes fibroblastes (c'est ce que nous définissons comme la réaction 

stromale ), phénomène pouvant se traduire par une désorganisation du mésenchyme. 

Ces modèles in vitro de reconstitution mammaire normale ou cancéreuse nous ont 

donc permis de montrer que chacun des compartiments mis en présence, épithélium 

mammaire "envahissant" et mésenchyme inducteur "envahi", jouait un rôle actif dans 

l'établissement du comportement des cellules épithéliales et que ces modifications 

pouvaient être corrélées à des modulations des capacités de dégradation matricielle 

présentées aussi bien par les cellules épithéliales que par les fibroblastes. Dans le but 

éventuellement d'établir des thérapies visant à limiter la propagation et la métastase 

tumorales, ces modèles ont été transposés chez la souris par utilisation de lignées 

épithéliales mammaires murines normales ou cancéreuses et de fibroblastes NIH-3T3 

producteurs d'HGF/SF. Ils sont appliqués à l'établissement de protocoles visant à réduire 

les capacités invasives des cellules épithéliales par modulation de l'expression du gène ets 

qui code pour un facteur de transcription du gène uPA (Delannoy-Courdent A., thèse de 

Doctorat en préparation). C'est ainsi qu'en diminuant, voire en inhibant la transcription du 

gène uPA, on inhibe la migration et l'invasion de collagène par les cellules épithéliales 

mammaires normales et cancéreuses. Ce dernier point confirme l'importance du système 

uPA/plasmine/PAI-1 que nous avons étudié au cours de notre travail de thèse. 
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