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Résumé

Les déplacements cellulaires sont déterminants lors des mouvements de
morphogenése embryonnaire et critiques lors du processus de métastase en cas de cancer.

Les études que nous avons menées concernent les mécanismes d'activation du
proto-oncogéne c-ets-1, un facteur de transcription, et son role dans la migration des cellules
épithéliales mammaires normales ou cancéreuses. Des cellules humaines normales cultivées seules
en culture tridimensionnelle forment des lames épithéliales mais soumises a I'action de fibroblastes,
elles forment des tubes ramifiés. Des cellules humaines cancéreuses invasives essaiment dans
toutes les conditions et cet essaimage est plus important sous stimulation fibroblastique. Une lignée
cancéreuse non invasive forme des amas cellulaires compacts qui ne réagissent pas au(x) facteur(s)
fibroblastique(s).

Nous avons démontré que c-ets-1 s’exprime dans les cellules normales mais
uniquement dans les cultures stimulées et au niveau des cellules qui migrent aux extrémités des
tubules. Les cellules cancéreuses qui migrent de fagon constitutive expriment c-ets-I dans toutes
les conditions tandis que les cellules cancéreuses statiques n'expriment en aucun cas c-ets-1. Il est
admis que les mouvement cellulaires sont possibles grice a I'action de protéases qui permettent les
remaniements de la matrice favorables a la migration. Un geéne cible de c-ets-1 est le géne de I'uPA
qui une fois transcrit puis traduit permet la conversion plasminogéne-plasmine. Dans tous les cas
étudiés, I'expression de c-ets-1, quand elle existe, est corrélée a une forte expression d'uPA et
nous avons montré qu’en induisant c-ets-1, on induit I'expression de 1'uPA. Si c-ers-1 est déja
exprimé, I'expression de 'uPA lui est associée.

Pour montrer que c-ets-1 est bien impliqué dans la migration et la métastase, nous
avons utilisé un mutant dominant négatif dans des cellules mammaires é€pithéliales murines soit
normales, soit cancéreuses invasives qui ont le méme comportement que leurs homologues
humaines: c-ets-1 est exprimé a l'extrémité des tubules normaux ou dans les cellules cancéreuses
en essaimage. Lorsque les cellules expriment le dominant négatif, la tubulogenése normale et
'essaimage sont complétement inhibés. De plus, aucune expression d'uPA n'a pu étre détectée.
Parallélement 1’activité enzymatique est fortement diminuée. Des tests de migration et d’invasion
montrent enfin que le déplacement des cellules normales et cancéreuses est inhibé. Il est donc
probable qu'en empéchant la dégradation de la matrice extracellulaire environnante, nous ayons
perturbé le déplacement cellulaire normal organisé et le processus d’invasion cancéreuse.

Des sites de liaisons pour les protéines ETS ont par ailleurs été découverts dans le
promoteur de molécules d'interaction cellules-cellules et de molécules d'interaction cellules-
substrats. Nous avons montré des modulations de production ou de localisation de ces substances
sous ’effet du dominant négatif ce qui suggére que c-ets-I contrble plusieurs mécanismes requis
lors de toute migration cellulaire.

Mots clés : Glande mammaire, c-ets-1, oncogeéne, uPA, adhérence, tubulogenése, invasion.
Centre de Biologie Cellulaire, Unité Dynamique des cellules embryonnaires et cancéreuses.

Batiment SN3. Université des Sciences et Technologies de Lille I. 59655, Villeneuve d’Ascq
Cédex.



PREAMIBULLE

La glande mammaire est un systéme dynamique dont la formation initiée chez
I’embryon, ne se termine qu’a la premiére lactation, et qui subit des modifications cycliques
physiques et fonctionnelles. Cet organe, cible de remaniements successifs, est a ce titre sujet a
diverses régulations concernant la prolifération et la migration cellulaire. Si, lors du
développement normal de la glande, ces régulations sont effectives et efficaces, il n’en n’est pas
de méme au cours des dysfonctionnements pathologiques. Le cancer du sein qui constitue une
aggravation de ces anomalies, est dans la plupart des pays occidentaux industrialisés le cancer le
plus fréquent chez la femme. Il représente en France la premi¢re cause de mortalité chez les
femmes de 40 a 55 ans.

La découverte récente de génes de prédisposition au cancer du sein, qui ne concernent
qu’un pourcentage restreint de cas, ne suffit pas a éclairer les multiples aspects que prend la
cancérogenése de cet organe. Des amplifications de génes de cancer ou « proto-oncogénes »
ont été décrites dans plusieurs cas de cancer du sein. Par exemple, la surexpression de Erb-B-2,
codant un récepteur & un facteur de croissance, 1’héréguline, est corrélée a 1’agréssivité
tumorale. Deux autres oncogeénes, Myc et CCND 1, impliqués dans le contrdle de la
prolifération cellulaire peuvent aussi €tre amplifiés. Le passage de la croissance régulée a la
croissance anarchique des cellules constitue bien entendu, une voie de recherche importante
dans la compréhension des processus de cancérisation. Le contrdle des mécanismes invasifs est
lui aussi essentiel dans la transition entre les déplacements organisés de cellules qui aboutissent
a la formation de canaux galactophores, et les migrations dérégulées qui ménent a la métastase.
Nous nous sommes proposés d’explorer ce dernier point en particulier 2 travers I’implication
d’un proto-oncogéne, c-efs-I, connu pour étre, entre autre, associé a des phénomeénes de

déplacements cellulaires.
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Les modifications morphologiques et fonctionnelles subies par la glande mammaire et
induites par des facteurs externes ou intrinseques & 1’organe, donnent lieu a une succession de
remodelages tissulaires et de déplacements cellulaires. Ces événements nécessitent |’activation
d’une batterie de génes gérant des mécanismes distincts tels que la dégradation de 1’environnement
matriciel, I’adhérence des cellules aux composants de la matrice et la cohésion des cellules entre
elles. L’itinéraire établissant le lien entre le signal qui parvient a la surface cellulaire et aboutit a
’activation des génes intéressés est loin d’étre éclairci. Cependant, le passage par I’activation de
facteurs de transcription semble inévitable. Parmi ces facteurs, le proto-oncogéne c-ets-1 a attiré
notre attention.

Avant d’exposer les résultats de nos recherches, nous introduirons dans une premiere partie
des données concernant le développement normal et cancéreux de la glande mammaire, et dans une

seconde partie nous présenterons le proto-oncogéne c-efs-1.



PREMIERE PARTIE : LA GLANDE MAMMAIRE

I. DU DEVELOPPEMENT NORMAL AUX DERIVES
CANCEREUSES: PRESENTATION DES ACTEURS IMPLIQUES

I.1. RAPPELS CONCERNANT L’ORGANOGENESE
Le développement de la glande mammaire commence au cours de I’embryogenése et se
poursuit aprés la naissance, pendant la puberté. L’ébauche formée se remodelera ensuite

périodiquement lors de gestations successives.

I1.1.1. Développement murin

Les différentes étapes de la formation de la glande mammaire de souris ont été décrites
par Imagawa et al.(1994) et Sakakura (1991) et sont reportées sur la figure 1.

I.1.1.1.La morphogenése de la glande débute chez I'embryon.
- Dés le 10° jour de développement (stade E10) apparait une bande d’ectoderme surélevée qui
s’étend de la racine du membre antérieur a la base du membre postérieur en position dorso-
latérale, de chaque c6té du tronc.
- Au stade E11, a I’intérieur de cette bande mammaire, un étroit ruban ectodermique va alors
faire saillie et constituer la créte mammaire.
- Les cellules de cette créte vont migrer du c6té ventral et se regrouper en 5 amas ectodermiques
distincts h(E 12) pour former de véritables ébauches mammaires individuelles ou points
mammaires situés au niveau du thorax (3 paires) et des régions inguinales (2 paires), (Fig. 1 A).
- Le stade lenticulaire (E 13) est caractérisé par I’enfoncement de 1’ébauche mammaire dans le
derme (Fig. 1 B).
- Au stade E 14, 1’ébauche lenticulaire a augmenté de taille pour former le bourgeon mammaire
primaire ou primitif (Fig. 1 C). Le mésenchyme sous-jacent se modifie, une partie des cellules

se regroupe en couches paralléles tout autour du bourgeon épithélial pour constituer le
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Fig. 1 : Développement embryonnaire de la glande mammaire.

A : Point mammaire formé dans la créte mammaire. B : Ebauche lenticulaire. C:
Ebauche au stade du bourgeon mammaire primitif (b.m.p). D : Stade en massue, formation du
bourgeon mammaire allongé (b.m.a) et du col ectodermique (c.ect.). E : Bourgeonnement de
I’ébauche primaire pour constituer des bourgeons secondaires (b.m.s.). F: Allongement des
bourgeons secondaires et formation des bourgeons tertiaires (b.m.t.). € : ectoderme. d : derme.

D’aprés Grassé, Traité de zoologie.



mésenchyme dense, une partie plus éloignée du bourgeon va former le précurseur du tissu
adipeux. |
- Le bourgeon mammaire involue alors chez 1I’embryon male, mais s’enfonce progressivement
dans le mésenchyme de ’embryon femelle de fagon a former, au stade E 16, un bourgeon
mammaire allongé constitué d’une extrémité distale enflée reliée a 1’épiderme par un étroit
pédoncule (Fig. 1 D).
- L’extrémité distale du bourgeon mammaire émet, par prolifération de 1’assise basale, plusieurs
bourgeons secondaires puis tertiaires qui s’allongent en cordons cellulaires pénétrant le
mésenchyme et représentant I’ébauche des canaux galactophores (Fig. 1 E, F).

I.1.1.2. De la naiss a la puberté (stadesJ 03 J 25 and aire ne subit pas
de bouleversements morphologiques im igh 198
- A la naissance (stade J 0), la glande mammaire est constituée d’une arborisation épithéliale
rudimentaire (15 a 20 canaux) d’environ 2 mm de longueur enfouie dans un tissu de soutien
lache dont elle est séparée par une membrane basale.
- Jusqu’a la puberté la glande subit une croissance isométrique: son volume augmente

simultanément avec la croissance du corps de I’animal.

[.1.1.3. Lors de la ion_sexu des stades 5 jours). les extrémités
terminales des canaux mammaires reprennent leur croissance (Fig. 2).

- Le degré de branchement des canaux s’accroit. Aux extrémités de ces canaux des bourgeons
terminaux se forment et envahissent le tissu adipeux mammaire adjacent.
- Chaque canal est alors constitué d’une couche interne de cellules épithéliales luminales
entourée d’une couche de cellules myoépithéliales séparée du mésenchyme par la membrane
basale.

I.1.1.4. S’il y a gestation. les capaux vont produire de nouveaux bourgeons
mammaires.
- Ces bourgeons subissent une différenciation en structures lobulo-alvéolaires. Le tissu adipeux

est alors complétement masqué.
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- Lors de la lactation, 1’épithélium situé a I’intérieur de ces structures produit les protéines du
lait. Ce dernier est expulsé par les canaux galactophores dont les cellules se contractent sous
I’effet de I’ocytocine.
- Pendant la phase d’involution, les cellules sécrétrices de lait se détachent et la glande
mammaire retrouve |’état qu’elle avait avant la gestation. Il y a donc diminution du nombre de
lobules et augmentation de la masse du tissu adipeux.

1.1.2. Développement humain

Les étapes du développement mammaire chez la femme sont les mémes que celles
décrites chez la souris, mais suivent un calendrier différent.

I.1.2.1. Etape prénatale
- La créte mammaire apparait des la 4° semaine de développement embryonnaire (embryon de 8
mm), elle s’étend de la future aisselle a la future aine. Des épaississements symétriques vont se
former dans cette créte pour constituer une paire de bourgeons mammaires. La créte disparait a
la 6° semaine, seuls subsistent les deux bourgeons.
- Au 5° mois de développement, le bourgeon mammaire émet 15 a 20 prolongements
cylindriques plein dans le mésoderme sous-jacent. Ces cordons se ramifient et se dilatent a leur
extrémité. Vers les 7° et 8° mois, ces prolongements se creusent d’une lumiére pour former les
futurs canaux galactophores. Ces canaux s’ouvrent sur une au fond d’une petite dépression
située a I’emplacement du futur mamelon.

1.1.2.2. Alanaissance. la glande est réduite 3 un court systéme de tubules
- La glande mammaire présente en surface, en léger relief, le futur mamelon au sommet duquel
s’ouvrent les 15 a 20 orifices des canaux galactophores. L’aréole n’est qu’un faible
épaississement de la peau. A ce stade, il n’y a aucune différence entre garcon et fille.
- Peu aprés la naissance, le mamelon fait une petite saillie et 1’aréole se pigmente légérement.

Chez le gargon, la mamelle restera a ce stade toute la vie.



- Jusqu’a la puberté, chez la fille, on n’observe qu’une légére augmentation de la ramification
des canaux galactophores et une tendance a la lobulation par développement du tissu conjonctif.
[.1.2.3. Etape pubertaire
- Les modifications morphologiques sont trés importantes, mais surtout dues & une
augmentation du volume de tissu adipeux, car le développement des canaux galactophores et des
acini reste modéré. On observe alors une augmentation du volume du sein, une saillie du
mamelon, une pigmentation rosée et un élargissement de 1’aréole. Les lobules rassemblant
plusieurs acini ne se forment qu’apres la premiére ovulation.
1.1.2.4. Dela gestation 3 la lactation
- Dés le début de la grossesse, les seins augmentent de volume, 1’aréole se pigmente comme le
mamelon et prend un aspect grenu. L’extension des canaux galactophores se produit pendant les
six premiers mois de grossesse et la différenciatién des acini glandulaires ne se fait qu’au cours
des trois derniers mois.
- Aprés I’accouchement, pendant 2 2 3 jours, le colostrum, fluide et jaunatre est sécrété. Au 3°
jour, cette sécrétion devient du lait. La glande mammaire n’achéve donc son développement
qu’avec la premiére lactation, quand les acini sont parfaitement différenciés.

- Lorsque la lactation est terminée, la glande diminue trés nettement de volume.

Les multiples modifications morphologiques et fonctionnelles auxquelles est soumise la
glande mammaire correspondent a des remodelages tissulaires qui mettent en jeu des interactions
entre 1’épithélium et le mésenchyme. Le dialogue entre ces deux compartiments se réalise a la
fois grace aux signaux véhiculés par les hormones et les facteurs de croissance et grice a la

matrice extracellulaire (MEC) qui constitue un support informatif pour les cellules.

I.2. LES HORMONES DANS LE DEVELOPPEMENT NORMAL ET
CANCEREUX

La succession des différentes phases de la morphogenese de la glande mammaire

implique 1’altenance de périodes de prolifération et de différenciation cellulaire. Le



comportement des cellules est conditionné par diverses hormones dont I’action dirige les
bouleversements survenant lors d’événements comme la puberté, la gestation ou la lactation.
Des anomalies du contr8le hormonal sont corrélées avec ’apparition de cancers du sein qui
peuvent prendre de multiples formes. Les études réalisées sur des patientes atteintes de cancer
du sein aboutissent parfois a des constats forts divergents en ce qui concerne les corrélations
entre taux d’hormones et malignité, cela en raison de la diversité des cas. De plus, les résultats
varient en fonction de facteurs propres a chaque personne tels que 1’4ge, le degré d’obésité, le
mode d’alimentation, les pathologies spécifiques au métabolisme des hormones, 1’exposition a
d’autres crittres de risque comme [’alcoolisme. Cependant, au regard d’études
épidémiologiques et d’expériences réalisées chez 1’animal, on peut tracer quelques axes de

réflexion.

I.2.1. Les androgénes

Nous I’avons vu précédemment, au 14° jour de développement embryonnaire, le
bourgeon mammaire involue chez le male alors qu’il poursuit son développement chez la
femelle. Les expériences de Raynaud et al (1947) montrent que la destruction des gonades du
foetus male entraine un développement mammaire analogue & celui observé chez le foetus
femelle. Paralléelement, !’injection de testostérone chez un embryon femelle inhibe le
développement mammaire. L’inhibition par les androgénes est due a une condensation du
mésenchyme qui se resserre autour du pédoncule du bourgeon mammaire jusqu’a ce que ce
demier se détache de 1'épiderme et involue. Les cellules mésenchymateuses entourant le
bourgeon possedent en effet des récepteurs aux androgénes dont la présence est induite par
Pépithélium mammaire quel que soit le sexe de ’embryon (Heuberger et al., 1982). Ces
récepteurs ne seront stimulés par la testostérone que chez le mile, ce qui aura pour conséquence
d’isoler du bourgeon mammaire.

Chez les femmes atteintes de cancer du sein, une diminution des taux de production et
d’excrétion de DHA (Dehydroépiandrostérone) est décrite (Rozenbaum, 1995). Un métabolite
de la DHA pourrait se comporter comme un inhibiteur compétitif des oestrogénes sur les tissus

cibles et le role protecteur de cet androgéne disparaitrait alors en cas de cancer.



1.2.2. Les oestrogénes

Des injections d’oestrogénes chez des souris ovariectomisées déclenchent une croissance
des bourgeons terminaux. La présence de sites de fixation a pu étre mise en évidence dans le
compartiment épithélial de ces bourgeons ainsi que dans le mésenchyme mammaire (Haslam et
Nummy, 1992). Les oestrogénes stimulent la synthése d’ADN d’abord dans les cellules du
mésenchyme puis dans les cellules épithéliales. Ceci suggére que I’action des oestrogénes sur la
croissance des cellules épithéliales est due a une stimulation par des facteurs provenant des
cellules mésenchymateuses (Shyamala et Ferenczy, 1984). Cette hypothese est renforcée par le
fait que, in vitro, la croissance des cellules épithéliales pouvant pousser en absence
d’oestrogénes n’est pas stimulée par ces hormones alors qu’elle augmente dans des co-cultures
avec des fibroblastes mammaires en présence d’oestrogenes (Haslam, 1986).

Les oestrogénes peuvent aussi jouer un rdle indirect dans le développement de la glande
mammaire en stimulant la sécrétion de prolactine par I’hypophyse ou en augmentant la
production locale de facteurs de croissance morphogeénes. De plus, les oestrogénes sont
capables d’augmenter le taux de récepteurs a la progestérone sur les cellules épithéliales (Haslam
et Shyamala, 1979, 1980, 1981).

Les premiéres études concernant les oestrogénes et l’apparition de cancer mammaires
sont dues & Lacassagne, dés 1932 (revue dans Rozembaun, 1995). Il constate en effet, la
formation d’adénocarcinomes mammaires chez des souris males aprés injection de
« folliculine ». Il propose alors deux explications qui constitueront les fondements des futures
recherches : soit en favorisant le maintien de la glande mammaire, la folliculine permet 2 un
caractére héréditaire latent de se manifester, soit la stimulation de la glande par I’hormone est la
cause déterminante de la cancérisation. Ainsi se pose le probléme des relations oestrogénes-
cancer du sein, ces hormones pouvant révéler une prédisposition au cancer du sein, ou se
comporter comme facteur carcinogéne en tant qu’activateur de la prolifération. Des taux
d’oestrogénes plus élevés que la normale ont été observés chez des femmes atteintes de cancer

du sein et attestent de ce double role (Bernstein et al., 1990).



D’autre part, 1’étude de I’ARNm du récepteur a I’oestradiol dans les cancers du sein
montre qu’il existe des délétions et des mutations ponctuelles de ce récepteur ou des formes
variantes, dues a un épissage alternatif du géne (Rennie et al., 1993). Ces anomalies

entraineraient alors un dysfonctionnement.

I1.2.3. La progestérone

La progestérone intervient a la fois dans le développement lobulo-alvéolaire et canalaire
et la régulation de la synthése de lait. Lors de la gestation, la progestérone inhibe la synthése de
caséine en stimulant la production d’un facteur inhibiteur, le PMF (Pregnancy-specific
Mammary nuclear Factor ) qui se lie sur deux sites situés dans la région promotrice du géne de
la caséine (Lee et Oka, 1992). En fin de gestation, la glande mammaire a atteint son maximum
de développement lobulo-alvéolaire, le taux de récepteurs 2 la progestérone diminue alors.
Apres la parturition, une chute du taux de progestérone induit une diminution du taux de PMF
ce qui permet la lactation.

Il existe deux théories mettant en jeu la progestérone dans la genése des cancers du sein.
L’une propose que, pendant une période précédant I’apparition des cycles menstruels
ovulatoires et la période pré-ménopausique, une imprégnation oestrogénique non ou mal
contrebalancée par la progestérone favorise I’induction du cancer du sein (Rozenbaum, 1985).
L’autre indique que la progestérone sécrétée dans la deuxiéme partie du cycle menstruel, ou les
progestatifs de synthése, favorise 1’appariﬁon ultérieure de cancers du sein (Key et Pike, 1988).
Comme nous le disions plus haut, la complexité des cas ne permet pas d’infirmer ou de

confimer définitivement les pistes avancées.

1.2.4. Collaboration de la prolactine, de I’hormone de croissance, et des
glucocorticoides

Les effets des oestrogénes sont nettement amoindris chez des animaux ayant subi une
hypophysectomie et une surrénalectomie. Des injections d’extraits hypophysaires, de prolactine
et d’hormone de croissance en association avec des glucocorticoides et des oestrogeénes vont

rétablir le développement normal de la glande. L’injection simultanée de progestérone,
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oestrogénes et prolactine aboutit & la formation de lobules de petites tailles alors que
I’adjonction d’hormone de croissance a ces trois hormones entraine un développement des acini
(ou alvéoles) complet (Talwalker et Meites, 1961). Lors de la grossesse chez la femme, le
développement complet de la glande mammaire en acini peut étre corrélé avec de hauts niveaux
d’oestrogénes, de progestérone et de prolactine (Jacobs, 1977). Le role de cette derniére dans la
lactation a pu étre démontré par des expériences ol des animaux hypophysectomisés ne
restaurent un taux normal de synthése de lait qu’apres injection de prolactine (Cowie et al.,
1969).

Les indication portant sur le lien entre ces hormones et les cancers du sein restent
pauvres. Il a été observé des taux de prolactine plus élevés chez des membres de familles a

multiples cas de cancer du sein (Rosenbaum et al., 1995).

1.3. LES FACTEURS DE CROISSANCE DANS LE DEVELOPPEMENT
NORMAL ET CANCEREUX

La glande mammaire est soumise non seulement a I’action des hormones, mais aussi a
celle des facteurs de croissance (Fig. 3) qui influencent la prolifération et la différenciation
cellulaire ainsi que la morphogenése, permettant la croissance canalaire et la syntheése de lait.
Nous nous proposons d’explorer le rdle de facteurs prépondérants dans le développement et la

cancérogenése de la glande.

I.3.1. Les FGFs

La famille des « Fibroblast Growth Factors » (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 avec des récepteurs membranaires de haute affinité, a activité tyrosine kinase de
quatre types (FGF-R1 4 FGF-R4). Ces facteurs sont aussi capables de se lier a des sites de
fixation de plus faible affinité de type Héparane Sulfate Protéoglycanes (HSPG) servant a la fois

de lieu de stockage et de présentation du FGF (Delehedde et al., 1996).

10



1.3.1.1. Le développement normal

La description des lieux de synthése des FGFs dans la glande est un indicateur du rdle
de ces facteurs. Des études in vitro montrent que les FGF-1 et 2 sont 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 humain. Chez le rat, une étude immunologique fine, réalisée par
Rudland et al. (1993), a permis de localiser précisément la présence de FGF-2 dans les
différents types cellulaires, en fonction du stade de développement de la glande mammaire.
Dans les canaux en quiescence et dans les alvéoles lors de la gestation et de la lactation, le FGF-
2 est localisé principalement au niveau de la membrane basale et plus discrétement 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-a-
dire dans des cellules en prolifération. Une étude détaillée a permis de détecter 1’expression de
différents membres de la famille des FGFs dans les divers composants de la glande mammaire a
différents stades (Coleman-Kmacik 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 A 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 a la localisation des ARNm de ces
différents facteurs, il semble que le FGF-1 soit exprimé dans les cellules luminales, le FGF-2
dans les cellules mésenchymateuses et myoépithéliales, le KGF exclusivement dans le
mésenchyme et que I’expression du FGF-2 et du KGF dans le mésenchyme soit induite par
I’épithélium mammaire. L’expression exclusive du KGF dans les cellules mammaires
mésenchymateuses a été confirmée in vitro par Wilson et al. (1994) et son effet sur la croissance
des canaux mammaires a pu €tre mis en évidence chez des rats et des souris (Ulich et al., 1994 ;
Yietal., 1994).

La présence des récepteurs a haute affinité des FGFs a pu étre décelée 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 I’un pour le récepteur appelé Bek et 1’autre pour le
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récepteur du KGF) a été démontrée sur des bourgeons mammaires d’embryon de souris a4 E14,5
(Orr-Urtreger et al., 1993). De méme I’expression du FGF-R1 a pu étre détectée sur des coupes
de sein humain au niveau des canaux épithéliaux (Jacquemenier et al., 1994) et peut étre
accompagnée d’une expression du FGF-R2 (Lugmani et al., 1992). Ainsi, il apparait que les
cellules épithéliales mammaires grice a leur récepteurs, peuvent voir stimuler leur prolifération
par le FGF, qu’il provienne de 1’épithélium ou du mésenchyme.

1.3.1.2. Le développement tumoral

La présence de ces facteurs aux propriétés motogénes et mitogénes a été recherchée dans
glande mammaire au cours de la cancérogenése. L’amplification du proto-oncogene int-2 (FGF-
3) détectée dans un grand nombre de tumeurs mammaires, est plus importante dans les cas de
rechute que dans les tumeurs primaires (Lidereau et al., 1988; Machotka et al., 1989). int-2
apparait donc comme un indicateur de mauvais éronostic au cours de la progression tumorale.
Une co-amplification de hst (FGF-4) et int-2 a été également observée dans les tumeurs de sein
ainsi qu’une amplification du FGF-6 (Theillet et al., 1989; Dib et al., 1994). La présence des
FGF-1 et 2 dans les tissus mammaires cancéreux faciliterait 1’angiogenése tumorale et par
conséquent le développement de la tumeur (Anandappa et al., 1994). L’expression des ARNms
et des protéines FGF-1 et 2 par des lignées tumorales mammaires hormono-dépendantes et
indépendantes a pu étre mise en évidence lors d’études in vitro (Flamm et al., 1989; Li et
Shipley, 1991; Anandappa et al., 1994; El Yazidi et Boilly-Marer, 1995; Renaud et al., 1996).
La croissance de cellules épithéliales mammaires tumorales peut d’ailleurs étre stimulée par ces
deux facteurs (Takahashi et al., 1989; Peyrat et al., 1991; Yamaguchi et al., 1992).

La présence de récepteurs a haute affinité des FGFs a également pu étre détectée dans les
tumeurs et les lignées cancéreuses mammaires. Il existe dans les tumeurs mammaires une
amplification des génes codant les récepteurs Bek (FGF-R1) et Fig (FGF-R2) (Adnane et al.,
1991). Dans le cas de Flg, on peut rencontrer une co-amplification avec inz-2 et hst suggérant
’existence d’une boucle autocrine d’amplification. Des sites de fixations de haute et de basse
affinité pour les FGFs ont pu étre mis en évidence dans des biopsies cancéreuses mammaires
(Lugmani et al., 1992 ; Wilson et al., 1994). L’expression du FGF-R1 a été localisée par

hybridation in situ dans le compartiment épithélial (Jacquemier et al., 1994), et des études in
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vitro ont permis la caractérisation de récepteurs de type HSPG sur des lignées épithéliales
mammaires cancéreuses (Peyrat et al., 1991; Lugmani et al., 1992; Wilson et al., 1994; Mc

Leskey et al., 1994; Delehedde et al., 1996, 1997).

1.3.2.Le TGFB

[.3.2.1. Le développement normal
Le « Transforming Growth Factor f1 » (TGFB1) a un double role d’inhibiteur de

prolifération et de facteur morphogéne dans le modéle de la glande mammaire. Des implants
contenant du TGFp1 introduits dans des glandes mammaires de souris inhibent la croissance
~ des canaux en développement mais pas la formation des alvéoles lors de la gestation (Silberstein
et Daniel, 1987; Daniel et al., 1989). In vivo, le TGFB1 est exprimé d’une part, par les cellules
épithéliales des canaux en croissance, en quiescence ou lors de la gestation et d’autre part, par
les cellules du mésenchyme (Robinson et al., 1991). La localisation du TGFB1 a pu étre
déterminée par immunohistochimie au niveau de la membrane basale entourant les canaux
mammaires mais pas au niveau des bourgeons terminaux. Ainsi, le TGFf1 permettrait
I’augmentation de synthése des composants matriciels qui, en s’accumulant, canaliseraient le
positionnement des cellules. Parallélement, le TGFB1 déposé a la périphérie des canaux jouerait
son rdle d’inhibiteur de prolifération stabilisant la croissance des cellules (Silberstein et al.,
1990 ; 1992). En outre, le TGFf1 peut réguler la différenciation des cellules épithéliales en
inhibant la synthése de caséine et d’a-lactalbumine lors de la gestation (Daniel et Robinson,
1992; Yamamoto et al., 1994; Sudlow et al., 1994). Associée & d’autres événements, la chute
du taux de TGFpB1 lors de la lactation permet d’entrainer les cellules sur la voie d’une
différenciation terminale caractérisée par la synthése de caséine.

[.3.2.2. Le développement tumoral

Le role de ce facteur dans la cancérogenése de la glande mammaire reste a préciser. In
vitro, le TGFBl induit une inhibition de croissance de lignées épithéliales cancéreuses
mammaires exprimant le TGFf1 ainsi que ses récepteurs (Arteaga et al., 1988; Sun et al.,
1994). D’autres études ont montré dans ce sens que la croissance de cellules hormono-sensibles

s’accompagne d’une baisse d’expression du TGFB1 et que I’inhibition de croissance cellulaire
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est associée a la stimulation de 1’expression du TGFB1 apreés traitement des cellules par des anti-
oestrogénes (Arrick et al., 1990; Knabbe et al., 1987, 1888). Par contre, les études réalisées in
vivo ont souvent montré une corrélation positive entre la présence de TGFp1 et la progression
de la maladie (Walker et al., 1994). De méme, le traitement d’une lignée normalement régressive
par du TGFB1 induit cette lignée a produire des tumeurs aprés transplantation (Li et al., 1993).
On peut concevoir que lors de la cancérogenese, ’effet inhibiteur de prolifération du TGF1
peut étre masqué par les conséquences de sa capacité a stimuler la synthése des éléments de la
matrice extracellulaire. En effet, ’accumulation de la matrice agirait comme support a la
migration des cellules et faciliterait ainsi la progression tumorale. Les auteurs qui se sont
penchés sur I’effet du TGFB précisent que celui-ci dépend de la quantité effective de protéine
produite, des différents types de TGFp présents (1, p2, B3), du stade de la tumeur, des
traitements regus par les patients et de la localiséﬁon tissulaire de 1’expression et du produit du

géne (Mc Callum et al., 1994; Benson et Baum, 1994).

I1.3.3. L’HGF/SF

Un autre facteur de croissance pouvant influencer la croissance mammaire est
« I’Hepatocyte Growth Factor » (HGF), appelé également « Scatter factor » (SF). Celui-ci est
synthétisé sous forme d’un précurseur, le pro-HGF/SF, qui, aprés clivage en deux chaines,
forme 1’HGF/SF mature présentant une structure tridimensionnelle en boucle. L’HGF/SF agit
au niveau cellulaire par 1’intermédiaire d’un récepteur membranaire codé par le proto-oncogeéne
c-met (Naldini et al., 1991; Weidner et al., 1993). Ce facteur, tout comme le FGF-2, posséde
des propriétés angiogenes (Grant et al., 1993). Il est également capable d’induire la dispersion
de cellules épithéliales rénales cultivées sur fond de boite et la tubulogenése de ces cellules en
culture tridimensionnelle (Montesano et al., 1991 a et b). Ce rdle dans la morphogenése
tubulaire est bien siir au centre des recherches effectuées sur I'implication de ce facteur dans le
développement de la glande mammaire.

[.3.3.1. Le développement normal

Wilson et al. (1994) ont mis en évidence par PCR 1’expression des ARNm de I’HGF/SF

et de son récepteur dans des tissus mammaires normaux sans pouvoir déterminer le
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compartiment exact d’expression. Des expériences in vitro ont pu montrer que des fibroblastes
mammaires normaux murins et humains produisent de I’HGF/SF alors que les lignées
épithéliales mammaires expriment le récepteur c-Met (Sasaki et al, 1994; Niranjan et al., 1995).
Ces derniéres cellules sont capables de former des tubules sous D’action de I"HGF/SF
lorsqu’elles sont cultivées en gel de collagéne (Soriano et al., 1995; Brinkmann et al., 1995).
Lors d’études in vivo, 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 lumi¢re des canaux. D’autre part, Yang et al. (1995) ont localisé 1’expression de
I’HGF/SF dans le mésenchyme mammaire. Ces mémes auteurs ont montré sur des glandes
mammaires en culture organotypique, que I’HGF/SF entraine la formation de ramifications
canalaires alors que cette morphogenése peut €tre inhibée en bloquant I’expression endogene
d’HGF/SF par des oliginucléotides antisens. Cés différents résultats indiquent que les cellules
épithéliales mammaires grice a leur récepteur c-Met répondent au signal HGF/SF émis par les
cellules mésenchymateuses, en s’organisant en structures tubulaires ramifiées.

L’expression de I’HGF/SF et de son récepteur est régulée lors des différents stades de
morphogenése de la glande mammaire. Cette expression diminue de fagon importante lors de la
gestation, elle devient indétectable lors de la lactation et reprend lors de ’involution (Pepper et
al., 1995). La prolactine peut réguler négativement le niveau d’expression de c-met, expliquant
la faible présence du récepteur pendant la lactation.

1.3.3.2. Le développement tumoral

Des taux importants d’HGF/SF dans les tumeurs mammaires sont associées a un
mauvais pronostic (Nagy et al., 1996; Yamashita et al., 1994). L’expression de I’HGF/SF est
de fagon générale localisée dans les cellules stromales des tumeurs mammaires, mais peut
également apparaitre dans les cellules épithéliales (Rahimi et al., 1994; Wilson et al., 1994;
Wang et al., 1994; Nagy et al., 1996). L’expression de c-met, récepteur de ’HGF/SF, a été
décrite & la fois dans le compartiment épithélial et le compartiment stromal des tumeurs
mammaires ainsi que dans des lignées épithéliales mammaires en culture in vitro (Tsarfaty et al.,
1992; Byers et al., 1994; Wilson et al., 1994; Nagy et al., 1996). Il semble donc que

I"HGF/SF, synthétisé par les cellules du stroma, agisse de maniére paracrine sur les cellules
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épithéliales sensibles a ce facteur et facilite ainsi leur mobilité et leur prolifération (Rahimi et al.,
1994; Byers et al., 1994). Parallélement, des cellules épithéliales mammaires cancéreuses
peuvent a leur tour contrdler I’expression de I’HGF/SF par les cellules du stroma via la synthése
d’autres facteurs restant a identifier (Rosen et al., 1994 a, b; Seslar et al., 1993, 1995). Enfin,
les travaux de Besser et al. (1997) montrent que 1’activation constitutive de c-met active le géne
de I'uPA, activateur du plasminogéne de type urokinase, impliqué dans la dégradation de la

matrice extracellulaire.

I.4. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE (MEC) DANS LE DEVELOPPEMENT
ET LA CANCEROGENESE

I.4.1. Les constituants de la matriée extracellulaire

[.4.1.1. atrice extra-cellulaire prés daps les tissus
large, se compose de molécules aptes a interagir entre elles constituant ainsi un réseau. On
trouve parmi ces molécules les collagénes fibrillaires dont le collagene de type I, forme-la plus
largement rencontrée dans les tissus conjonctifs de ’organisme, et les collagénes de types II,
III, V, XI. Les collagénes non fibrillaires de type IV, VII, VIII, IX et X ajoutent de 1’élasticité
au réseau ainsi que I’élastine. La fibronectine, glycoprotéine, établit des liens entre le réseau de
collagéne et les cellules mésenchymateuses. On rencontre aussi des protéines telles que la
vitronectine et la ténascine qui jouent un grand rdle dans 1’adhérence cellulaire ainsi que les
protéoglycanes composés d’un axe protéique et de chaines de sucres, les glycosaminoglycanes.
Ces derniéres molécules capables de séquestrer des facteurs de croissance deviennent alors des
« réservoirs » controlant la biodisponibilité de ces facteurs de croissance.

1.4.1.2. La membrape basale constitue une forme particuliére de MEC: elle s’établit dés
que s’organisent des cellules épithéliales et endothéliales. Flle contient de la laminine,
caractéristique de la lame basale, du collagéne de type IV et de I’entactine.

Le role de cette matrice dans le développement normal ou au cours de la progression

tumorale a fait 1’objet d’un grand nombre d’études (Judware et Culp, 1997; Adams et Watt,
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1993, pour revue). Je résumerai ici les implications de cette matrice dans la morphogenése et la

cancérogenése de la glande mammaire.

1.4.2. Nature ou culture: I’environnement matriciel conditionne le
comportement cellulaire.

1.4.2.1. Le développement normal

1.4.2.1.1.Lors de la morphogenése de la glande mammaire, la synthése et le dépot des
composants de la MEC se réalisent selon des séquences spatiales et temporelles précises.

Ainsi, pendant le développement pubertaire, période de grande croissance de la glande,
la synthése de collagéne de type I précéde celle de collagéne de type IV, ces deux synthéses
précédant celle de laminine. Pendant la vie adulte, les expressions de ces trois génes sont
extrémement réduites; par contre, pendant la gestation, la synthése des trois protéines reprend
dans la méme séquence temporelle avec un pic a la mi-gestation. Keely et al. (1995a) ont montré
que ce sont les cellules stromales adjacentes aux tubules épithéliaux qui synthétisent ces
constituants matriciels. Le collagéne de type I est plus abondant le long des canaux épithéliaux
de fagon a constituer une trame pour guider leur allongement (Silberstein et al., 1990, 1992).
Par contre, le dép6t de collagéne de type I est moins épais autour des bourgeons terminaux. Le
patron inverse est observé pour la laminine, sa présence en grande quantité autour des
bourgeons terminaux indique le role de cette protéine matricielle dans la différenciation finale
morphologique et fonctionnelle des cellules épithéliales sécrétrices (Li et al., 1987).

Les composants matriciels participent a 1’élaboration de la membrane basale qui va
guider le développement de la glande mammaire. L’élongation du réseau canalaire épithélial est
accompagnée par la formation d’une lame basale par les cellules myoépithéliales (Daniel et
Silberstein, 1987) qui est d’autant moins épaisse qu’on se rapproche des bourgeons terminaux
jusqu’a devenir vingt fois plus fines au niveau de ces bourgeons qu’au niveau des contours des
canaux. Plusieurs travaux indiquent que I’intégrité de cette membrane basale est essentielle a la
survie et au fonctionnement des cellules épithéliales mammaires ainsi qu’a la morphologie
canalaire et alvéolaire de la glande (Sympson et al., 1994, Alexander et al., 1996). Apparaissent

ici deux roles fondamentaux de la MEC. D’une part, elle influence la morphologie et d’autre part
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la physiologie. Ces deux aspects ont donc fait 1’objet des expériences visant a éclaircir le role de
la MEC dans le développement de la glande mamaire.

1.4.2.1.2. La matrice constitue un environnement tridimensionnel qui déclenche une
série d’événements morphogénétiques et fonctionnels.

- Les cultures in vitro ont permis de rendre compte de I’importance de cet environnement. Les
cellules épithéliales mammaires en culture classique, sur fond de boite, perdent totalement leur
aptitude a former des tubes et a synthétiser les protéines du lait. Cependant, en leur fournissant
une matrice de collagéne de type I, on a pu reconstituer des structures tubulaires et alvéolaires
analogues a celles rencontrées dans la glande mammaire (Bennett et al., 1980; Ormerod et
Rudland, 1982; Richards et al., 1983; Berthon et al., 1992). En utilisant une MEC plus
compléte et plus proche de la MEC naturelle, les cellules épithéliales mammaires sont capables,
outre la reconstitution d’'une morphologie caractéristique, de synthétiser des protéines du lait.
Ces expériences ont été réalisées sur Matrigel, matrice reconstituant la membrane basale,
composée de collagéne de type IV, laminine, fibronectine et protéoglycanes ou sur matrice
EHS, riche en laminine, issue du sarcome murin de Engelbreth—Holmewann (Barcellos-Hoff
etal., 1989), ou encore dans des gels de collagéne flottants (Emerman et Pitelka, 1977; Lee et
al., 1985; Li et al., 1987). Cette matrice artificielle permet aux cellules de synthétiser et
d’organiser elles-mémes les éléments d’une nouvelle matrice (Streuli et Bissel, 1990).

- La nature de la matrice peut induire I’expression de génes essentiels a la différenciation et a la
morphogenése mammaire.

La ténascine C est un composant de la MEC qui, dans la glande mammaire de souris
adulte en lactation, est trés peu présente. Par contre, pendant I’involution, quand les tissus
subissent un remodelage intense, elle est fortement exprimée alors que la membrane basale est
dégradée et que la synthése de P caséine diminue. Jones et al. (1995) ont montré que lorsqu’on
fournit de la ténascine a des cellules épithéliales mammaires cultivées sur une matrice riche en
laminine, ’expression et la synthése de la B caséine sont inhibées. La conjonction de la
dégradation de la membrane basale et de l'induction de la ténascine entraine la perte

d’expression de la § caséine, géne tissu spécifique, et le processus d’involution.
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Fig. 4 : La répartition des molécules de la matrice influence le développement normal et
cancéreux de la glande mammaire.
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Schmidhauser et al. (1992) indiquent que la régulation de la synthése de la § caséine par
les composants de la MEC a lieu & un niveau transcriptionnel via 1’activation d’éléments de
réponse dépendant de la matrice. Streuli et al. (1995) montrent que la laminine de la membrane
basale module I’expression de la f caséine grice & un enhancer dépendant de la matrice.

Les constituants de la membrane basale sont également nécessaires a la régulation de
synthése du TGFB1 par les cellules épithéliales mammaires (Streuli et al., 1993). Or le TGFg1
lui-méme augmente la synthése des éléments de la MEC, en particulier du collagene de type I,
qui canalise le déplacement des cellules épithéliales lors de la formation des canaux mammaires,

comme nous 1’avons déja indiqué (Silberstein et al., 1990, 1992).

1.4.2.2.1. L’interaction des constituants de la MEC avec les cellules épithéliales

mammaires cancéreuses MCF-7 a été décrite comme 1’élément qui va provoquer la progression
tumorale (Noél et al., 1992). En effet, la transplantation sous-cutanée de cellules MCF-7 dans
des souris nude en absence de Matrigel (cet extrait de membrane basale) n’induit pas la
formation de tumeurs. Par contre, I’'inoculation en présence de Matrigel entraine une apparition
rapide de tumeurs.

1.4.2.2.2. En cas de cancer du sein, la MEC se modifie. (Fig. 4)

Le dépdt de fibronectine dans le stroma adjacent aux cellules tumorales augmente : cect
correspond 2 une réaction stromale de défense contre la tumeur (Joffe et al., 1988; Lagace et al.,
1984; Loridon-Rosa et al., 1988). La production dérégulée de molécule de MEC conduit a une
desmoplasie, amplification du volume matriciel stromal, qui perturbe les interactions normales
des deux compartiments cellulaires.

Chiquet et al. (1989) ont montré que les cellules MFC-7, en secrétant du TGEF,
induisent la synthése par des fibroblastes normaux de ténascine C, protéine de la MEC,
fortement exprimée dans le stroma des cancers du sein et peu dans les tissus mammaires
normaux. En effet, la ténascine C inhibe 1’adhérence a la fibronectine (Chiquet et al., 1986) et

peut de ce fait induire le détachement des cellules MFC-7 de leur MEC favorisant le processus
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de métastase. De plus, les cellules de cancer du sein produisent des facteurs de croissance
capables de stimuler la synthése de protéoglycanes par les fibroblastes (Merrilees et al., 1985).

On observe dans les carcinomes mammaires que la membrane basale, dont nous avons
déja évoqué I'importance, est trés réduite en raison d’une diminution de la quantité de ses
constituants, en particulier de la laminine, ce qui facilite I’infiltration des cellules cancéreuses
(Albrechtsen et al., 1981; Siegal et al., 1981; Bergstraesser et Weitzman, 1994). La forte
adhérence des cellules cancéreuses a la laminine est un prérequis a la traversée de la lame basale
et 4 ’invasion des tissus environnants (Kleinman et al., 1989; Coucke et al., 1992).

La dégradation anormale de la MEC associée a une augmentation de synthése des
protéases peut aussi se produire. Elle est propice a une migration anarchique des cellules
épithéliales au sein de leur stroma. Par exemple, les cellules MDA-MB-231 ne synthétisent plus
de collagene alors qu’elles produisent la collagénése I apte a dégrader les collagénes fibrillaires

(Noél etal., 1994).
FAISONS UN PREMIER POINT:

Le développement normal et cancéreux de la glande mammaire implique, nous ’avons
vu a travers ce premier chapitre, la régulation de la prolifération mais aussi celle de la migration
cellulaire. Si hormones et facteurs de croissance véhiculent des signaux modulant la croissance
et la morphogeneése, les déplacements cellulaires nécessitent en outre un guidage réalisé par la
matrice extracellulaire (MEC) environnante et une reconnaissance entre les cellules partenaires et
cela que ce soit lors de 1’invasion du mésenchyme par 1’épithélium ou que ce soit au cours du

remodelage du tissu épithélial lui-méme.
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II. ZOOM SUR LES MECANISMES DE MIGRATION

CELLULAIRE

De nombreux travaux indiquent que la matrice peut selon les cas, constituer un lieu
d’ancrage nécessaire a I’avancée cellulaire ou un obstacle physique a la progression des cellules.
En outre, elle est capable de réguler I’expression spécifique de génes. De sa présence ou de sa
dégradation dépendra donc la régulation des déplacements cellulaires menant soit & un
développement normal de la glande soit & des situations pathologiques incluant la métastase. En
premier point de ce deuxiéme chapitre, nous détaillerons donc en quoi la dégradation de la
matrice par les protéases peut conditionner le comportement migratoire des cellules. Nous
verrons en deuxiéme point, comment les informations d’adhérence a cette matrice
transmises par les intégrines jusqu’au cytosquelette peuvent influencer cette migration cellulaire.
Nous aborderons en troisiéme point, l'implication de ’adhérence entre les cellules

épithéliales lors des mouvements cellulaires.

En ce qui concerne la morphogenése mammaire, la succession entre les phases de
dégradation des composants de la MEC facilitant I’avancée épithéliale dans un massif
mésenchymateux et les phases d’adhérence 2 la matrice permettant la réorganisation du tissu
épithélial seront abordées a travers les étapes de croissance de la glande (voir rappels sur
I’organogenése).

Lors du processus de métastase, adhérence et digestion se succédent aussi selon des
modalités qui méritent d’étre précisées afin de faciliter la compréhension des prochaines lignes.
Voici résumées les principales étapes suivies par les cellules tumorales au cours de la

cancérogenése et de la métastase:
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INVOLUTION INVASION

Cellules épithéliales mammaires Attachement
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Cellule €pithéliale tumorale
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Dégradation ménagée de la lame basale

Involution du lobule

Fig. S: Les protéases sont impliquées dans Pinvolution mammaire et I’invasion
cancéreuse.



- Baisse d’adhérence inter-cellulaire —> Détachement des cellules tumorales

- Augmentation de ’adhérence ala  — Attachement aux composants de la lame basale
lame basale du feuillet

- Dégradation de la lame basale — Protéolyse
du feuillet

- Baisse d’adhérence a 1a MEC et

Dégradation des composants dela  — Invasion
MEC des tissus environnants

- Fixation a et dégradation de lalame — Pénétration dans les vaisseaux
basale endothéliale

- Circulation dans les voies sanguines

- Fixation 2 et dégradation de lalame —> Sortie des vaisseaux
basale endothéliale de vaisseaux
de I’organe cible

- Infiltration du tissu cible — Invasion

- Fixation sur 1’organe cible — Implantation

D’aprés Kraft et al., 1992

I1.1. DEGRADATION DE LA MEC PAR LES PROTEASES CELLULAIRES

II.1.1. Les protéases sont impliquées dans le développement de la glande

mammaire (Fig. 5, A). (Pour Revue, Bissell et Hall, 1987)

Pendant I’involution, les activités protéolytiques augmentent, notamment celles de la

Gélatinase A (72 kDa), de la stromélysine 1 et de D’activateur du plasminogene de type

tissulaire, tPA (Talhouk et al., 1991 et 1992). Ces auteurs indiquent que I’excés de synthese de

ces protéases, associé a 1’absence de syntheése de leurs inhibiteurs déséquilibre la balance

responsable du remodelage de la MEC vers la dégradation massive. Les sites d’expression
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majeur de ces protéases se situent soit dans les cellules myoépithéliales (Dickson et Warburton,
1992) ou dans les cellules stromales entourant les structures lobulo-alvéolaires en train de se
dégrader (Lund et al., 1996). Ainsi, cette phase de I’involution est due a la dégradation de la
lame basale qui, par conséquent, ne peut plus maintenir I'intégrité des alvéoles sécrétrices.
L’augmentation de I’expression de I'uPA et celle de la stromélysine 3 sont de la méme fagon
associées a I’involution (Ossowski et al., 1979; Lefebvre et al., 1995). Par contre, une faible
expression de I’uPA est associée a la fin de la gestation et & la lactation quand les alvéoles
sécrétrices sont bien différenciées (Busso et al., 1989). Bien siir, lors du développement normal
de la glande mammaire, I’action des protéases est contrebalancée par celle de leurs inhibiteurs de
facon a obtenir un modelage régulé de la MEC. Par exemple, Alexander et al. (1996) ont montré
que l'inhibiteur tissulaire de métalloprotéase (TIMP-1) sauve les cellules épithéliales mammaires

de 1’apoptose consécutive a la dégradation de la matrice par la stromélysinel.

I1.1.2. La surexpression, 1’augmentation de synthése et d’activité des
protéases sont largement décrites dans les cancers du sein (Fig. 5, B).

I1.1.2.1. Une surexpression et accroissement de l’activité de la cathepsine
protéase lysosomiale, étroitement corrélée a la dégradation de la MEC lors de processus
invasifs, sont observés dans les cancers du sein par rapport aux tissus normaux (Tryggvaison et
al.,1987 ; Pollaren et al.,1989; Garcia et al., 1996). De nombreuses études ont pu établir un lien
entre la surexpression de la cathepsine D et le degré de malignité de cancer du sein (Leto et al.,
1992). Sa surexpression, toujours associé & un mauvais pronostic, est détectée soit dans les
cellules épithéliales cancéreuses (Zhao et al., 1993; Escot et al., 1996) soit dans les cellules
stromales (Joensuu et al., 1995) définies comme les cellules du mésenchyme entourant les
tumeurs.

[1.1.2.2. Les métalloprotéases comprenant collagénases, (dont les gélatinases),
stromélysines sécrétées sous formes latentes et caractérisées par un site de liaison au zinc ont
elles aussi une large responsabilité dans la dégradation matricielle associées au processus
tumoral. Une augmentation de synthése et d’activité des gélatinases A (72 kDa, MMP 2) et B

(92 kDa, MMP 9) a pu étre détectée dans les carcinomes invasifs (Brown et al., 1993; Rha et
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al., 1997). Les fibroblastes sont d’ailleurs capables d’induire 1’expression de la MMP 9 dans les
cellules cancéreuses (Himelstein et Muschel, 1996). Kyong et al. (1996) ont montré que
Pactivité de la MMP 2 est la plus élevée dans les stades les plus invasifs. Ces deux gélatinases
MMP 9 et MMP 2 sont responsables de la dégradation du collagéne de type IV, composant de la
lame basale, et contribuent fortement au processus de métastase. Des protéases, telles que la
collagénase 3 ou MMP 13 (Freije et al., 1994), la protéase de 80 kDa (Lin et al., 1997) ont pu
étre spécifiquement caractérisées dans les cancers mammaires. On peut noter que dans bien des
cas, le mésenchyme est lui méme auteur de la dégradation de la MEC. En effet, les cellules
stromales qui jouxtent les cellules épithéliales des carcinomes invasifs expriment la collagénase 1
(Polette et al., 1993), la collagénase IV de 72 kDa (Ballin et al., 1991), la stromélysine 3
(Basset et al., 1990). Ito et al. (1995) ont montré que dans des expériences de cocultures in
vitro les cellules MFC-7 sont capables de stimulef la synthése de MMP 1 (collagénase 1), MMP
2 (72 kDa gélatinase A) et MMP 3 (stromélysine 1) dans des fibroblastes.

I1.1.2.3. Les activateurs du_plasminogéne tPA (tissue type Plasminogen Activator) et
uPA (urokinase type Plasminogen Activator) ont fait 1’objet d’études visant a évaluer leur degré
d’implication dans le cancer du sein. Si le taux de tPA n’a pas pu étre corrélé a la malignité, la
surexpression de 1’'uPA et de son récepteur 1’uPA-R est associée d’une part & la malignité,
d’autre part a la capacité invasive des cellules de carcinomes mammaires (Jankun et al., 1993;
Ronne et al., 1995; Holsthansen et al., 1996; Xing et Rabbani, 1996). L’uPA, sérine protéase,
fixée a son récepteur, convertit le plasminogéne en plasmine, laquelle peut dégrader les éléments
de la MEC et activer d’autres protéases. Je reviendrai dans quelques lignes sur ce systéme
protéasique afin de mieux en détailler les mécanismes et les implications. L’uPA a été mis en
évidence dans les carcinomes mammaires lors de 1’invasion du stroma par les cellules
épithéliales (Clavel et al., 1986). Comme pour les autres protéases, la présence d’uPA est
observée dans les fibroblastes du stroma adjacent aux cellules tumorales (Nielsen et al., 1996;
Van Roosendaal et al., 1996a). Le récepteur de I’'uPA quant a lui, est détecté dans les cellules
épithéliales tumorales, d’autant plus qu’elles se situent 2 proximité des massifs tumoraux
(Christensen et al., 1996). L’uPA-R a ét€ mis en évidence 2 la surface des cellules épithéliales

mammaires cancéreuses (MDA-MB-231) en culture sur une membrane basale artificielle
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constituée de Matrigel, en particulier sur le front d’invasion des cellules et sur les pseudopodes
pénétrant la membrane (Bastholm et al., 1994).

I1.1.2.4. Mais qu’en est-il des inhibiteurs de ces protéases?

Il apparait que 1’équilibre entre MMPs et TIMPs est rompu (Wolf et al., 1994) en faveur
des MMPs, ce qui induit une dégradation dérégulée de la MEC. Le TIMP 1, a large spectre, fixe
toutes les collagénases; le TIMP 2 inhibe préférentiellement les collagénases IV.
De fagon étonnante, I’augmentation de synthese de PAI-1 est concomitante de celle de I’'uPA et
de I’'uPA-R dans les tumeurs malignes (Christensen et al., 1996; Ronne et al., 1995) indiquant
un mécanisme unique de contrdle dans les étapes de la cancérogénése (Jankun et al., 1993). En
fait, le PAI, aprés avoir internalisé le complexe uPA/uPA-R dégrade 1’'uPA mais recycle en
surface I’'uPA-R en concentrant ces molécules (pour revue Vassali, 1994) ce qui potentialiserait
’action de 1’uPA. Un autre mécanisme expliqﬁant que le PAI-1 est associé 2 un mauvais
pronostic, en particulier dans les cancers mammaires, fait intervenir une fonction du PAI-1
indépendante de son activité inhibitrice de protéase. En effet, le PAI-1 et ’'uPA-R peuvent se lier
a la vitronectine sur le méme site de liaison, et entrent alors en compétition I’un avec |’autre.
Ainsi le PAI-1 dissocie 1’uPA-R de la vitronectine matricielle et détache la cellule de son substrat
(Deng et al.,1996).

Dans ce systéme complexe de modulation d’activités protéolytiques il existe un acteur

dont le role dans la cancérogeneése est essentiel et qui mérite un éclairage: 1’uPA.

I1.1.3. Cas particulier de I’uPA

I1.1.3.1. L uPA et la vascularisation tumorale

Le réseau de vaisseaux sanguins qui se met en place autour des tumeurs permet I’apport
d’éléments nécessaires a la croissance tumorale ainsi que le transport des cellules cancéreuses
lors de la métastase. De nombreux travaux indiquent que les expressions de I’'uPA et de son
récepteur sont associées a la formation ou au remodelage des vaisseaux sanguins.
L’augmentation de I’activité uPA et du taux de récepteurs dans les cellules endothéliales en
accentuant les dégradations protéolytiques facilite la migration et la réassociation de ces cellules.

(Pepper et al., 1987; Bacharach et al., 1992; Pepper et al., 1993). Dans les cancers du sein,
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Hildenbrand et al. (1995) ont montré que 1’augmentation de la quantité d’uPA est aussi associée
a leur vascularisation.

I1.1.3.2. Le systéme uPA se situe en amont d’une cascade protéolytique.

L’efficacité protéolytique du systéme uPA réside dans 1’accumulation & la surface
cellulaire, dans un espace restreint, des partenaires du systéme (Ellis et al., 1991). L’uPA est
sécrété sous forme d’une pro-enzyme inactive (pro-uPA de 45 kDa chez la souris; Lijnen et al.,
1996). La forme active de I’uPA est obtenue par un clivage en position 159 et la formation d’un
pont disulfure entre les chaines A et B. La chaine A (15 kDa chez la souris) porte le fragment
aminoterminal, elle est caractérisée par un domaine d’homologie avec I’EGF et un domaine
« kringle » (Appella et al., 1987); cette chaine assure la fixation au récepteur de 1’uPA. La

“chaine B (30 kDa chez la souris) est le siége de I’activité enzymatique. L’activation de I’uPA se
réalise de maniere beaucoup plus efficace quand célui—ci est fixé a son récepteur plutdt qu’a 1’état
libre. Une fois activé, ’'uPA convertit le plasminogeéne fixé a son récepteur membranaire, en
plasmine. Cette conversion est beaucoup plus efficace lorsqu’elle est réalisée par I’'uPA lié a son
récepteur (Becquemont et al., 1994). Le plasminogéne libre peut aussi étre converti mais de
facon beaucoup moins efficace (Plow et al., 1995). La plasmine libérée peut a son tour activer le
clivage du pro-uPA en uPA, ce qui amplifie la réaction (Stephens et al., 1989). La proximité des
zymogenes/enzymes et de leur récepteur permet cette boucle d’amplification (Dano et al., 1994;
Fig. 6). Les récepteurs, en fixant les enzymes, les protégent de 1’inactivation par leurs
inhibiteurs: 1’uPA par PAI-1 et 2, la plasmine par I’a 2 antiplasmine, une serpine (Vassali,
1994). Le PAI-1 interagit avec la double chaine de 1’'uPA, cette liaison entrainant
’internalisation et la dégradation du complexe uPA/uPA-R. Le PAI-2 interagit aussi avec la
double chaine de I’uPA mais avec une affinité moindre.

Voici donc que I’activation du systéme uPA aboutit a la formation de plasmine. La
plasmine peut directement dégrader des substrats tels que la fibronectine, la fibrine, la laminine
et la vitronectine (Plow et al., 1996). Elle est aussi capable de cliver les pro-MMPs de fagon a
libérer des MMPs fonctionnelles (Fig. 7). L’éventail de protéases activées permet donc la
dégradation de la plupart des substrats matriciels (Fig. 8). Bien sfir, cette cascade est régulée,

nous l’avons vu, par des inhibiteurs du systéme uPA et les TIMPs. L’uPA occupe donc une
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place pivot dans la morphogenése normale et la progression tumorale, entrainant le remodelage
de la MEC facilitant ainsi la réorganisation ou I'infiltration des cellules dans les tissus adjacents.

I1.1.3.3. L uPA activateur de facteurs de croissance

Au cours des déplacements cellulaires, soit pendant la morphogenése, soit pendant la
cancérogenese, nous I’avons vu, plusieurs facteurs de croissance interviennent. Il faut garder en
mémoire le fait que les protéases, certes, tracent des chemins d’infiltration a travers la MEC
mais peuvent aussi libérer des facteurs de croissance séquestrés dans les protéoglycanes de cette
MEC, tels que les facteurs « heparin binding » comme I’HGF/SF et le FGF. Saksela and
Rifkin (1990) ont montré que la libération du FGF dépend de I’activité uPA. De plus, il est
intéressant de signaler que I’HGF et le TGFB, facteurs morphogénes pour la glande mammaire,
sécrétés sous forme inactive, doivent €tre clivés pour étre activés. Ce clivage est réalisé par
I’'uPA (Mars et al., 1993; Naldini et al., 1992, 1‘995). Ainsi, I’uPA peut a la fois libérer les
facteurs retenus dans la matrice, les activer et tracer des voies de migration a travers la MEC.

On comprend dés lors pourquoi on attribue a I'uPA un réle majeur dans les
déplacements cellulaires au cours du développement et de la cancérogenése de la glande
mammaire et pourquoi nous avons jet€ notre dévolu sur cette molécule au cours de nos

recherches.

CONTINUONS NOTRE REFLEXION:

La migration est un phénoméne qui implique, au moins, deux processus majeurs. D’une

part, la dégradation ménagée de 1’environnement cellulaire permet aux cellules de se frayer un

chemin. L’équilibre entre les protéases qui dégradent les composants de la MEC et leurs inhibiteurs

qui limitent cette dégradation, joue un rdle crucial dans la progression des cellules a travers les

tissus adjacents. D’autre part, sans attache point de salut! On ne peut concevoir qu’une cellule sans

ancrage au support puisse se déplacer efficacement. La liaison a la matrice, au moins de fagon

temporaire, ou l’interaction avec d’autres cellules semblent étre des éléments essentiels 2 la

migration.
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I1.2. LES INTERACTIONS DES CELLULES AVEC LA MEC VIA LES
INTEGRINES

Les intégrines sont des glycoprotéines membranaires dotées d’un domaine
cytoplasmique. Elles s’associent de facon non covalente pour former des hétérodimeres

contenant une sous-unité o et une f.

I1.2.1. Les intégrines permettent des interactions entre cellules
épithéliales et composants de la matrice.

I1.2.1. Mo

Keely et al. (1995b) ont montré que ’intégrine a2f1 (récepteur aux collageénes de type I
et IV et a la laminine) est exprimée massivement ﬁ.la mi-gestation alors que se développent et se
faconnent les alvéoles sécrétrices et que des interactions cellules-MEC sont nécessaires pour
I’organisation des structures épithéliales. L’expression de 1’a2p1 est la plus forte pendant la
période ol la synthése et le dépdt de ses trois ligands atteignent un pic. Par contre, lors de la
lactation, quand les cellules épithéliales sont en place, ’expression de 1’a2p1 décroit. Soulier et
al. (1996) ont confirmé la diminution de I’expression de I’intégrine 1 pendant la lactation et
révélé une augmentation de cette intégrine pendant I’involution qui permettrait leé interactions
nécessaires au remodelage épithélial. De plus, 1’augmentation de 1’intégrine f1, dont on a pu
montrer la capacité a activer des tyronine kinases, serait liée a I’activation de la collagénase IV de
72 kDa (Seltzer et al., 1994).

L’importance de ’intégrine a2pl apparait d’autant plus dans les expériences ol 1’on
bloque son action soit par anticorps anti-a2 ou anti-f1 (Berdichevsky et al., 1992; Klinowska et
al., 1996), soit par ARNm antisens a2 (Keely et al., 1995b). Ces blocages entrainent une
inhibition de la tubulogenése et de la formation des bourgeons terminaux due a la réduction
d’adhérence de ces cellules a leur MEC. L’intégrine Bl transmet certes des informations
aboutissant a la morphogenése mais aussi menant a la synthése des constituants du lait par les
cellules épithéliales mammaires. Elle peut en effet, activer un « enhancer laminine dépendant »

présent dans le géne de la B caséine (Streuli et al., 1995).
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D’autres expériences de blocages de morphogenése ont été réalisées par exemple en
inhibant l'interaction de la laminine a ses récepteurs, o3pl et a6f4, par des anticorps
spécifiques. Dans ces cas, la formation d’hémidesmosomes entre cellules et MEC est inhibée, ce
qui empéche la reconnaissance de la MEC par les cellules (Stahl et al., 1997).

Mais, ne soyons pas manichéens, l’inactivation des intégrines est loin d’avoir des
conséquences unidirectionnelles. Keely et al. (1995b) ont précisé que la mobilité des cellules
épithéliales mammaires ol I’expression de I’intégrine a2 est inhibée par un ARN antisens, est la
plus élevée quand ces cellules montrent un niveau intermédiaire d’adhérence au collagéne, c’est
a dire, quand les cellules présentent une densité moyenne d’intégrine a2f1 a leur surface. En
d’autres termes, pour se déplacer, les cellules doivent trouver 1’équilibre entre ancrage et dérive,
le niveau d’expression d’intégrines les y aide. Le blocage par un anticorps spécifique de
I'intégrine o3, qui dans le complexe o3p1 permet I’adhérence au collagene, stimule la
morphogenése ductale au méme titre que le ’HGF. Berdichevsky et al. (1994) analysent ces
résultats en indiquant que la diminution d’adhérence au collagéne facilite la mobilité cellulaire et

de ce fait promeut la morphogenése.

11.2.1.2. Au cours cancérogenése i ctions entre cellules_épithéliales et
matrice sont perturbées.

En cultures tridimensionnelles en Matrigel, les cellules épithéliales mammaires tumorales
sont incapables de morphogenése ductale, elles ne forment que des colonies désorganisées
(Petersen et al., 1992). Il apparait alors que les informations morphogénétiques émises par la
MEC sont mal transmises par les molécules d’interaction cellules-MEC.

La forte adhérence des cellules épithéliales mammaires tumorales a leur lame basale est
un prérequis a I’invasion (Hunt et al., 1989). D’ailleurs, pour cette étape précoce, le nombre de
récepteurs intégrine B1, intervenant dans 1’adhésion a la laminine augmente (Albelda et al.,
1990; Restucci et al., 1995). Puis, il s’agit pour les cellules tumorales de traverser cette
membrane basale et de s’en éloigner pour gagner le stroma environnant. Or on observe que les
cellules de carcinomes mammaires invasifs déposent de faibles quantité de laminine
(Bergstrasser et Weitzman, 1994) et qu’elles expriment un faible taux d’intégrines a6 et g1

séparées et associées, directement responsable de 1’adhérence & 1a laminine (Arihiro et al, 1993;
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Bergstrasser et Weitzman, 1994). Les auteurs de ces travaux suggérent que la conjonction entre
la réduction de I'intégrine a6f1 et de la laminine facilite la faible adhérence a la lame basale et
permet aux cellules de s’en €loigner. Dans cet ordre d’idée, I’intégrine a6 est considérée comme
un suppresseur de tumeur potentiel pour les cellules épithéliales mammaires (Sager et al.,
1993).

D’autres études ont montré que la malignité et la capacité invasive des cellules de
carcinomes mammaires étaient corrélées a la perte d’expression des sous-unités intégrines o2,
a3, B1 séparées et associées (Pignatelli et al., 1992a; Hanby et al., 1993). La baisse du niveau
d’intégrine a2p1, récepteur du collagéne et de la laminine, et d’intégrine a5B1, récepteur de
fibronectine, réduit 1’adhérence au substrat et facilite 1’infiltration des cellules dans les tissus
environnants (Zutter et al., 1990a, 1993; Restucci et al., 1995; Lanzafame et al., 1996).
Inversement, la surexpression de ’intégrine a2f1 abroge le phénotype invasif des cellules de
carcinomes mammaires en augmentant leur adhérence (Zutter et al., 1995).

Mais, évidemment, rien ne sera jamais simple en matiére de tumorigenése et de
métastase. Si les cellules cancéreuses ont-besoin d’un certain degré de liberté pour migrer a
travers les tissus, elles ont besoin aussi d’un minimum d’adhérence. Ce probléme déja soulevé
lors de 1’étude des interactions dans le développement normal de la glande est 2 nouveau au fait
de la discussion lorsqu’il s’agit de limiter la métastase.

L’injection d’anticorps anti-intégrine a5 ou Bl en méme temps que de cellules
épithéliales cancéreuses mammaires invasives MDA-MB-231 dans des souris nude athymique
réduit significativement le nombre de colonies métastatiques formées (Newton et al., 1995). Des
tests in vitro ont montré que ces anticorps inhibent 1’adhérence des cellules tumorales ainsi que
leur capacité invasive. Ainsi, dans ce cas précis, en empéchant 1’intégrine a5p1 d’interagir avec
la fibronectine, on réduit I’adhérence et on empéche aussi la migration cellulaire.

Une redistribution des molécules de I’intégrine Bl a en outre ét€ signalée dans les
cellules cancéreuses de facon générale (Patriarca et al., 1993; Vitalle et al., 1994). Elles se
présentent de facon diffuse sur toute la surface alors que, pour les cellules normales, elles

s’amassent en agrégats de maniére a établir des contacts focaux. Pignatelli et al. (1992b) ont
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suggéré que ce phénomeéne refleéte le désordre du cytosquelette intracellulaire auquel sont

associées les molécules d’intégrine.

I1.2.2. Les phénome¢nes de migration impliquent des intéractions
intégrines-cytosquelette.

Les intégrines permettent ’adhérence des cellules & leur substrat, ce qui va favoriser la
traction des cellules nécessaire a leur mouvement. Grace a leur domaine cytoplasmique, les
intégrines peuvent interagir avec les éléments du cytosquelette modifiant leur réorganisation et
ainsi entrainer une modification de la forme des cellules, de lenr étalement et de leur migration
(pour revue Hendrix et al., 1996).

I1.2.2.1. Le cytosquelette est fortement impliqué dans la mobilité cellulaire.

Des changements dans 1’organisation du ‘cytosquelette ont particulierement été décrits
dans les cellules cancéreuses invasives, et une réduction dans I’expression des protéines
associées a I’actine telles que I’a actinine, la gélosine, la vinculine a été notée (Ben-Ze'ev,
1997). 1l s’est avéré que la restauration de 1’expression de vinculine et d’a actinine dans les
cellules tumorales aboutit & ’abrogation des aptitudes tumorigéne et métastatique (Rodriguez et
al., 1992a; Gliick et al., 1993). La surexpression de la vinculine inhibe la mobilité alors que
I’inhibition de cette protéine augmente la mobilité (Rodriguez et al., 1992b; 1993).

La vimentine est un membre de la classe III des filaments intermédiaires du
cytosquelette, des interactions entre la fibronectine et la vimentine ont pu étre observées (Green
et al., 1986). La vimentine est normalement exprimée dans des cellules d’origine
mésenchymateuse, particulierement lors de leurs déplacements (Klinowska et al., 1994). Sa
présence apparait au cours de la transition Epithélium-Mésenchyme, alors que les cellules
acquiérent une morphologie migratoire, lors de cultures d’hépatocytes embryohnaires (Pagan et
al., 1995), ou pendant la cicatrisation de cellules épithéliates respiratoires (Buisson et al.,
1996). La vimentine n’est pas, ou trés peu, exprimée dans les cellules épithéliales statiques, par
contre, son expression apparait dans les cellules épithéliales dans des situations de migration
cellulaire accentuée. Dans des expériences de cicatrisation in vitro la vimentine est détectée,

aprés blessure d’un tapis de kératinocytes, au front de migration des cellules (Biddle et
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Fig. 9 : Les intégrines peuvent interagir avec le cytosquelette.

Le domaine cytoplasmique des intégrines peut transmettre le signal d’interaction de la
cellule avec sa matrice jusqu’au cytosquelette en se liant avec les molécules de ce
cytosquelette et ainsi modifier leur organisation.

FAK : focal adhesion kinase
ILK : integrine linked kinase D’apres Yamada et Geiger, 1997.



Spandau, 1996). Finalement, I’expression de la vimentine est associée 2 la perte de contact entre
cellules, par contre, elle est détectée aux limites des contacts cellules-matrice (Pagan et al., 1996;
Biddle et Spandau, 1996), ce qui suggére le role de cette molécule dans le processus de traction
sur le substrat.

En ce qui concerne la glande mammaire, alors que [’expression de la vimentine est trés
faible dans les cellules épithéliales mammaires normales, elle est fortement accrue dans les
cellules épithéliales mammaires tumorales invasives murines ou humaines en culture ou dans les
tumeurs (Sommers et al., 1989; Thompson et al., 1992 a; Chen et al., 1996; Domagala et al.,
1990). De plus, il existe dans le promoteur de la vimentine un site NFkB qui agit comme
régulateur positif de 1’expression de ce géne dans les cellules épithéliales mammaires (Chen et
- al., 1996). D’autre part, Stover et al. (1994) ont observé qu’un élément de régulation négatif de
ce gene, détecté dans les cellules épithéliales mammaires non invasives MCEF-7, est absent dans
les cellules métastatiques MDA-MB-231. La vimentine est donc impliquée dans la migration des
cellules épithéliales mammaires, son expression a été corrélée avec la capacité invasive et la
synthése de MMP2 et MMPO9 (Bae et al., 1993). Ce géne a d’ailleurs été utilis€é comme facteur
pronostique dans les cancers métastatiques du sein, la vimentine est associé a2 des tumeurs de
grade élevé (Raymond et Leong., 1989).

[1.2.2.2. i interactions entre domaines cyt
molécules du cytosquelette ont été décrites (Fig. 9).

Huttenlocher et al. (1996) ont observé que, certaines mutations des domaines
cytoplasmiques de I’intégrine o I b § 3, en accroissant le degré d’organisation du cytosquelette
entrainent une baisse de la migration. Les intégrines B2 et B3 interagissent avec 1’a actinine
(Ottey et al., 1993), I'intégrine B2 avec la filamine (Sharma et al., 1995), I'intégrine a2 avec
I’actine (Leung et al., 1994). Plusieurs études ont montré que le domaine cytoplasmique de
’intégrine B1 peut se lier & la taline et & I’a actinine, molécules pouvant elles-mémes se lier a
P’actine soit directement, soit par l'intermédiaire de la tensine et de la vinculine (revue dans
Yamada et Geiger, 1997). Apres recrutement de taline et vinculine, les monomeéres d’actine
polymérisent en filaments d’actine qui s’étendent dans la cellule pour structurer le cytosquelette

et participer aux mouvements cellulaires (Hynes, 1992).
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Fig. 10 : Les intégrines peuvent induire une cascade de signalisation.

Les intégrines peuvent interagir directement ou indirectement avec les molécules du
cytosquelette (Taline : Tal ; a-Actinine : a-Act; Vinculine: V; Actine) et des tyrosines
kinases telles que les FAK (focal adhesion kinase) et des kinases de la famille de Src. Apres
interaction des intégrines avec la MEC, la phosphorylation des FAK se réalise et induit celle
de la paxilline (Pax), la p130 et la tensine. La FAK peut alors se lier a ’adaptateur Grb2, la
paxilline a I’adaptateur Crk et la p130 a I’'un ou I’autre des adaptateurs. Grb2 et Crk se lient
aux protéines SOS et C3G qui activent la voie ras induisant la signalisation par les MAP

D’apres Ben-Ze’ev, 1997.



I1.2.3. Les intégrines sont associées a un systéme de transduction.

L’accumulation, d’une part des intégrines en agrégats a la surface cellulaire et d’autre
part des molécules de connexion au cytosquelette et de kinases associées facilite les interactions
entre les différents réactants et initie la cascade de transduction du signal qui participe a la
migration (Damsky et Werb, 1992; Juliano et al., 1993; Clarke et al., 1995).

Les « Integrin Linked Kinase » (ILK) et les « Focal Adhesion Kinase » (FAK) peuvent
se lier directement au domaine cytoplasmique des intégrines B1, B2 et f3 (Shoukat et Hannigan,
1996). 11 existe une double implication a la fois dans la structuration du cytosquellette et
I’activation de la cascade de signalisation (Fig. 10). L’occupation des intégrines B1 et B3 induit
la phosphorylation de la p125 FAK et de la paxilline et tensine (Richardson et Parsons, 1995).
Par ce biais, la FAK peut réguler la réorganisation de 1’actine du cytosquelette. L’intégrine
064, nécessaire 2 ’assemblage des hémi-desmosomes, interagit avec la laminine. Cette
interaction entraine la phosphorylation de tyrosines du domaine cytoplasmique de la sous unité
p4. Certaines tyrosines phosphorylées permettent I’interaction de I’intégrine avec la protéine Shc
phosphorylée et I’adaptateur Grb2 ce qui permet la liaison au systéme Ras (Maniero et al.,
1995). D’autres séquences phosphorylées de 1’intégrine a6f4 permettent ’interaction aux
filaments intermédiaires du cytosquelette (Weaver et Roskelley, 1997).

Les FAK associées a la fois au domaine cytoplasmique des intégrines et aux molécules
du cytosquelette sont alors activées et déclenchent la cascade de signalisation dépendante du
composant matriciel (Fig. 11). Cette cascade fait intervenir un accroissement du pH dii 2 une
perte de H* a la suite d’une activation de la pompe Na'H" et une augmentation du Ca™
intracellulaire (Yamada et Geiger, 1997). L’activation de c-src a pu étre détectée en présence de
FAK phosphorylées. La PKC peut aussi étre activée et entrainer la translocation de NFxB. Il a
pu étre montré que NF«B active la transcription de c-fos, c-jun, IL-1, MAD-6 et CSF-1, génes
dont la transcription est activée par |’attachement cellulatre (Judware et Culp, 1997).

Le signal de transduction émanant de la matrice est donc capable d’induire des réponses
nucléaires via les intégrines, a travers les molécules du cytosquelette (Skalli et al. 1991). Dans le

cas de la glande mammaire, 1’expression de p caséine et de la protéine du petit lait (Whey Acidic
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Fig. 11 : Cascade de signalisation consécutive a ’interaction des cellules et de leur
matrice.

La phosphorylation des FAK peut induire une activation de Src. Le pH intra-cellulaire
augmente consécutivement a I’activation de la pompe Na'/ H'et le taux de Ca'" s’accroit.
L’activation de la PKC entraine la translocation nucléaire de NFkB qui stimule la
transcriptions de genes cibles.

D’apres Judware et Culp, 1997.



Protein: WAP) par les cellules épithéliales est effectivement dépendante d’un contexte matriciel
précis et de la présence de laminine (Streuli et al., 1991). Le signal constitué par 1’interaction
entre la laminine et I'intégrine B1 est transmis jusqu’a un « enhancer » dépendant de la matrice

du géne de la B caséine qui va induire I’expression de ce géne (Streuli et al., 1995).

II1.3. E-CADHERINE ET I-CAM DANS LA COHESION DES CELLULES
EPITHELIALES MAMMAIRES

I1.3.1. L’E-Cadhérine

Les cadhérines, ces molécules d’adhérence intercellulaire dépendantes du Ca*™, sont des
glycoprotéines transmembranaires qui se lient les unes aux autres par interactions
homophyliques. Elles ont un rdle fondamental dans la morphogenése au cours du
développement embryonnaire, en participant & la cohésion des cellules au seih de leur tissu.

11.3.1.1. L E-cadhérine assure la cohésion des feuillets épithéliaux.

11.3.1.1.1 La présence de I’E-cadhérine est essentielle au cours du développement de la
glande mammaire.

L’expression de I’E-cadhérine a été observée au niveau des contacts entre cellules
épithéliales dans les tissus mammaires alvéolaires de souris (Streuli et al., 1991) et humain (Oka
et al., 1993). Daniel et al. (1995) ont détecté la présence de I’E-cadhérine au contact entre les
cellules luminales des canaux mammaires ainsi que dans les couches formant le corps des
bourgeons terminaux. Ces auteurs ont alors implanté a coté de ces bourgeons des billes libérant
un anticorps bloquant anti-E-cadhérine, ce qui a provoqué la dissociation des cellules luminales
de I’épithélium des bourgeons et des canaux, et le détachement de ces cellules dans la lumicre.
La prolifération des cellules du bourgeon terminal décroit simultanément, mais non de fagon
irréversible, puisque lorsqu’on élimine 1’anticorps, les cellules se réagrégent et proliférent a
nouveau normalement (Silberstein et al., 1982).

Ceci indique d’une part, que I’E-cadhérine est nécessaire a 1’intégrité de 1’épithélium
mammaire, d’autre part, que ces cellules épithéliales normales ont besoin d’étre associées les

unes aux autres pour proliférer. Ce critére, caractéristique des cellules normales s’oppose
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Fig. 12 : L’E-cadhérine peut interagir avec le cytosquelette.

Le domaine cytoplasmique des molécules de E-cadhérine se lient avec les sous-unités
a, B, v caténines. Les caténines interagissent elles mémes avec le cytosquelette et sont

susceptibles d’en modifier I’organisation. .
D’aprés Jiang et al., 1994,



radicalement au comportement des cellules cancéreuses pour lesquelles 1’augmentation de
croissance et de malignité est corrélée 4 la baisse d’expression de I’E-cadhérine (Takeichi, 1993;
Daniel et al., 1995).

11.3.1.1.2. L’expression de I’E-cadhérine est modifiée en cas de cancer du sein.

Si I’absence d’E-cadhérine n’est pas un critére suffisant pour déterminer la malignité des
cellules, de nombreuses pistes montrent une association entre la baisse d’expression de cette
molécule et les potentiel tumoral et invasif des cellules (pour revue, Mareel et al., 1994).

De trés faible taux d’expression de I’E-cadhérine sont détectés dans les grades élevés de
tumeurs et sont associé€s a un mauvais pronostic de survie (Gamallo et al., 1996; Guriec et al.,
1996). De plus, Berx et al. (1996) ont pu mettre en évidence des mutations du géne de I’E-
cadhérine dans les carcinomes lobulaires invasifs. En outre, la perte d’expression des
cadhérines est associée au potentiel invasif des cellules épithéliales mammaires (Frixen et al.,
1991; Vleminkx et al., 1991; Sommers et al. 1991). Par ailleurs, la perte d’expression de I’E-
cadhérine est associée a l’augmentation d’expression de c-erb-B2, elle-méme corrélée a
I’accroissement du pouvoir invasif des cellules épithéliales mammaires cancéreuses. ¢(Charpin et
al., 1997; D’souza et Taylor-Papadimitriou, 1994). Le rétablissement de 1’expression de I’E-
cadhérine dans les cellules épithéliales mammaires cancéreuses invasives humaines ou murines,
grice a la transfection d’un ADNc codant 1I’E-cadhérine supprime le caractére invasif et
métastatique de ces cellules (Vleminkx et al., 1991; Frixen et al., 1991; Mbalaviele et al., 1996).

La cohésion cellulaire réalisée par 1’E-cadhérine apparait donc comme une entrave a la

migration excessive et dérégulée des cellules épithéliales mammaires.

11.3.1.2. L’interaction de 1I’E-Cadhérine avec le cvtosquelette et la transduction du
signal.

Le domaine cytoplasmique de I’E-cadhérine se lie aux sous unités o, § ety de la caténine
et a la plakoglobine qui établissent des liens avec le cytosquelette d’actine (Fig. 12). Les défauts
de I’E-cadhérine ou des molécules d’association, dans les cellules tumorales, peuvent entrainer
une réorganisation et ainsi modifier, via la restructuration de I’actine, les capacités migratoires
des cellules. La sous unité B de la caténine et la plakoglobine sont aussi responsables de la

-transduction du signal d’adhérence vers le noyau (Fig. 13). Aprés leur association avec la partie
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Fig. 13 : L’E-cadhérine peut induire une cascade de signalisation.

Les caténines sont capables de transmettre le signal d’interaction inter-cellulaire issu
de I’E-cadhérine jusqu’au cytosquelette. Apres interaction avec le domaine cytoplasmique de
I’E-cadhérine, la B caténine et la plakoglobine peuvent s’associer au facteur de transcription
LEF-1. Le complexe LEF-1/ 3 caténine ou plakoglobine peut alors étre transloqué dans le
noyau et y stimuler la transcription de geénes dont celui de I’E-cadhérine. L’association du
récepteur oncogénique Erb B2 avec la B caténine ou la plakoglobine peut aussi stimuler cette
voie de signalisation.

D’apres Ben-Ze’ev, 1997.



intra-cellulaire de I’E-cadhérine, la sous unité § ou la plakoglobine peuvent se complexer a des
facteurs de trancription et étre transloquées dans le noyau pour y activer la transcription de génes

impliqués dans la mobilité cellulaire.

I1.3.2. L’I-CAM-1.

L’I-CAM-1, glycoprotéine qui appartient a la superfamille des immunoglobulines est
également responsable d’interactions cellules-cellules. Cette molécule a été initialement décrite
lors du processus inflammatoire ol elle permet le déplacement des leucocytes jusqu’au site de
I’inflammation (Leff et al., 1991; Bujia et al., 1996). En effet, dans ces situations I'I-CAM-1 est
surexprimée dans les cellules endothéliales, les cellules de 1’épithélium bronchique et la lignée
monocyte-macrophage. Dans les cancers mammaires, des réactions analogues de défense de
I’organisme induisent la surexpression de I'l-CAM-1 dans I’endothélium tumoral ou péritumoral
(Jallal et al., 1995 ; Nilsson et al., 1996). Par contre, I’augmentation d’expression de I’I-CAM-
1 dans les cellules épithéliales de carcinomes mammaires accompagne la régression des Iésions
tumorales (Ozello et al., 1992). Dans ce cas, I'I-CAM-1 joue son rdle dans le maintien de la

cohésion entre les cellules d’un méme tissu.

BILAN DE LA PREMIERE PARTIE ET PERSPECTIVES:

La présence informative de la MEC module I’organisation spatiale des cellules et leur
fonctionnement grice a des récepteurs chargés de ’interaction entre cellules et matrice. Les
cellules a leur tour remodélent leur matrice en sécrétant des protéases chargées de la dégradation
des composants matriciels. Dans I'intégrité de la MEC, qu’elle forme la lame basale ou le
support du stroma mésenchymateux, ou dans les interactions des cellules entre-elles, résident
deux aspects de la modulation de la migration. Mais, qu’en est-il des contrdles moléculaires de
ces mécanismes semblant entrer en jeu a la fois dans le développement normal et la progression

cancéreuse?
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DEUXIEME PARTIE :

C-ETS-1, PREMIER ROLE DANS LA SAGA D’UNE GRANDE

FAMILLE DE FACTEURS DE TRANSCRIPTION.

La glande mammaire apparait comme un modele riche en phénomeénes invasifs, régulés
lors du développement normal, non jugulés pendant la cancérogenese. Si le role d’oncogenes
comme myc et erb (Pour Revue, Groner et al., 1992) a pu étre mis en évidence dans les
dérégulations cancéreuses, il n’existe que peu de travaux établissant un lien causal entre
- Pexpression d’un facteur de transcription et le potentiel invasif des cellules épithéliales
mammaires.

Nous nous sommes proposés d’étudier I'implication du proto-oncogéne c-ets-1,
prototype d’une famille de facteurs de transcription dans les processus invasifs normaux et

cancéreux de la glande mammaire.

I. LE PROTO-ONCOGENE C-ETS-1

I.1. AU COMMENCEMENT IL Y EUT LE RETROVIRUS E 26

I.1.1. L’oncogéne ets a d’abord été découvert sous sa forme virale v-ets,
présente dans le virus aviaire leucémogéne défectif (DLV) E 26.

Des 1979, Roussel et al. ont mis en évidence dans le génome de ce rétrovirus I’existence
d’une séquence d’origine cellulaire en plus de celle de v-myb. Cette séquence a été dénommée
ets pour E-Twenty-six Specific (Leprince et al., 1983) ou E-Transformation-Specific (Nunn et
al., 1983). Le virus E 26, dont le génome est constitué d’ARN, est défectif pour sa réplication
en raison de I’absence de certaines séquences virales. Sa propagation nécessite 1’apport par un
virus auxilliaire des protéines de capside, de la rétrotranscriptase responsable de la réplication et

des protéines de I’enveloppe, codées respectivement par les génes gag, pol et env.
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L’ADN proviral du virus E 26 contient une partie des génes gag et env, deux séquences
d’origine cellulaire, les oncogenes v-myb et v-ets qui conférent ses propriétés transformantes au
virus et deux LTR (Long Terminal Repeat) séquences promotrices de la transcription virale,
encadrant les génes précédents.

Le virus code une protéine de fusion de 135 kDa, la P 135 ##™"> 3 Jocalisation
nucléaire, détectée dans les cellules transformées par le virus (Nunn et al., 1983; Boyle et al.,

1984).

I.1.2. Les séquences v-myb et v-ets proviennent de la transduction des
deux génes cellulaires normaux c-myb et c-ets-1, appelés proto-oncogénes,
codant des facteurs de transcription (Fig. 14)

Dans le génome de E 26, la séquence de v-myb est homologue 2 celle des six premiers

exons codants de c-myb, le 17 exon étant amputé en 5’, tout en conservant le cadre de lecture.

Le début du premier exon de c-ets-1, exon a, se joint au milieu de I’exon 6 de c-myb. La fusion

dans la bonne phase des séquences des deux oncogénes résulte probablement d’un épissage

illégitime ayant accolé un site cryptique donneur de I’exon 6 de c-myb et un site accepteur
normal de ’exon a de c-ets-1 (Leprince et al., 1988).

La séquence de v-ets est homologue a celle des exons o, f et a a F de c-ets-1, avec
cependant deux mutations ponctuelles et une modification & I’extrémité C- terminale (Fig. 15).
De plus, a I’extrémité N-terminale, les onze nucléotides 5’ non codant de c-ets-1 sont traduits
dans v-ets. A I’extrémité C-terminale, les treize derniers acides aminés codés par c-efs-1 sont
remplacés dans le produit de v-ets par seize autres acides aminés. Ces derniers sont codés par le
brin complémentaire de celui codant les treize derniers acides aminés de c-ets-1 (Leprince et al.,

1993).
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Fig. 16 : E 26 transforme des cellules multipotentes et requiert P’activité du
domaine Ets de liaison a PADN.

Seule une faible fraction des cellules souches MEP, progéniteurs hématopoi€tiques
multipotents, transformées par E 26 peut se différencier. Le mutant E 26 ts1.1 porte une
mutation thermosensible dans le domaine Ets. A température restrictive pour ce mutant, v-Ets

devient inactif et les cellules peuvent se différencier spontanément. D’apres Kraut et al.
(1994).



I.1.3. Le rétrovirus E 26 affecte les processus de différenciation et de
prolifération des cellules hématopoiétiques

Ce rétrovirus a été isolé en Bulgarie en 1962 dans un poulet de basse court (Ivanov et
al., 1962). Il induit chez le poulet une leucémie mixte érythroide et myéloide (Radke et al.,
1982). L’infection de myéloblastes et érythroblastes de culture de moelle osseuse aboutit a la
formation de trois types de colonies transformées: érythroides, myéloides et colonies mixtes
composées de cellules exprimant des marqueurs soit éﬁythfo‘ides soit myéloides. Le rétrovirus
aurait donc pour cible des cellules progénitrices des lignées érythroides et myéloides et des
cellules progénitrices bipotentes, les MEPs, communes aux deux lignées (Graf et al., 1992).
D’autres expériences indiquent que toutes les voies de différenciation hématopoiétique seraient
des cibles pour la transformation par le rétrovirus E 26 a ’exception des voies lymphoides

(Domenget et al., 1992).

1.1.4. v-myb et v-ets contribuent tous deux aux propriétés leucémogenes
de E26

Golay et al. (1988) ont montré que la fonction du domaine de fixation & I’ADN de Ets
(domaine ETS) est nécessaire au blocage de la différenciation des MEPs. Ces auteurs ont
obtenus un mutant thermosensible de E 26, ts 1.1, qui porte une mutation dans le domaine'ET'S.
Alors que les MEP transformées par E 26 se différencient trés peu, les MEPs infectées par E 26
tsl.1 peuvent se différencier quand on les cultive & température restrictive (Fig. 16). v-ets se
comporte donc comme un inhibiteur de différenciation. Si la délétion du domaine de fixation a
I’ADN de v-Ets inhibe la capacité de transformation des cellules érythroides (Nunn et Hunter,
1989 ; Domenget et al., 1992), elle n’empéche pas la transformation des cellules myéloides.
Parallélement, une mutation ponctuelle dans le domaine de fixation a I’ADN de v-Myb n’a pas
d’effet sur la transformation érythroides (Beug et al., 1984) mais entraine la perte de la capacité
a transformer des cellules myéloides (Frykberg et al., 1988).

Ainsi, la partie Myb de la protéine de fusion est responsable de la transformation des

cellules myéloides et la partie Ets.permet la transformation des cellules érythroides.
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Néanmoins, des analyses fines & partir de 1’étude de virus recombinants exprimant soit
Myb ou Ets seules, soit Myb et Ets séparées dans un méme virus, soit Myb et Ets fusionnées,
indiquent qu’une coopération existe entre v-Myb et v-Ets au sein de la P 135 #™" (Metz et
Graf, 1991 aetb). Les virus qui expriment les protéines v-Myb et v-Ets séparément ne causent
pas de leucémies. Ainsi, I’expression de v-Myb et v-Ets sous la forme d’une protéine de fusion

apparait indispensable a I’activité leucémogene du virus.

I.2 PUIS LES HOMOLOGUES CELLULAIRES DE V-ETS FURENT
DECOUVERTS

I.2.1. Le proto-oncogéne c-ets-1 aviaire (Fig. 17).

Les sondes synthétisées  partir de la séquence virale v-efs ont permis le clonage de son
homologue cellulaire chez le poulet : le proto-oncogene c-ets-1. Son locus est réparti sur 80 kpb
d’ADN génomique. Les régions homologues a v-ets sont séparées en deux domaines situés de part
et d’autre d’une séquence de 40 kpb, non apparentée au géne viral, contenant I’exon I** (ou A). Le
premier domaine est homologue aux 223 nucléotides de la partie 5° de v-efs. Il est composé de
deux séquences exoniques nommées a et f (ou respectivement I et II). Le deuxiéme domaine
comprend 7 régions a, b, cl, c¢2, d, e, F (ou respectivement II, IV, V, VI, VII, VIII, IX)
homologues aux 1250 pb restantes de la séquence virale.

Le locus cellulaire c-ets-1 est transcrit en deux ARNm majeurs de 7,5 kpb résultant d’un
processus d’initiation de la transcription et d’épissages alternatifs (Leprince et al.,1988 ; Crépieux
etal., 1993).

Un ARNm, particuliérement exprimé dans les cellules lymphoides, contient en 5’ I’exon
I>*, épissé aux exons aa F (Chen etal., 1988). Il est initié au niveau d’un promoteur en amont de

154

I’exon I**. Cet ARN code la protéine majeure de poids moléculaire 54 kDa (p54) (Ghysdael et al.,
1986 a ; Gégonne et al., 1987 b). Les 27 premiers acides aminés de la p54 codés par I’exon I>*
n’ont pas d’équivalents dans la p135 #&™* (Duterque-Coquillaud et al., 1988; Watson et al.,

1988 a).
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Un deuxiéme ARNm majeur, détecté dans la rate, contient en 5’ les exons a et f suivis des
exons a a F (Leprince et al., 1988). Cet ARNm, codant une protéine d’un poids moléculaire de 638
kDa (p68), est initi€ au niveau d’un promoteur situé en amont d’un exon nommé Y (Crépieux et
al., 1993). Il est le progéniteur cellulaire de v-ets.

Le locus c-ets-1 est aussi transcrit en deux ARNm mineurs de 1,5 et 2 kpb (Leprince et al.,

1983; Chen et al., 1985).

I.2.2. Les proto-oncogénes humains et murins (Fig. 18)

Chez I’homme, le locus c-ets-1 est localisé sur le bras long du chromosome 11 (De Taisne
et al., 1984). Il comprend 8 exons (A , III, IV, V, VI, VII, VIII, IX) distribués sur 60 kpb, et
- précédés d’une région promotrice de 2 kpb. Les exons sont identiques en taille & ceux trouvés chez
le poulet avec une identité de 95% au niveau de la séquence traduite en acides aminés (Jorcyk et al.,
1991). c-ets-1 est transcrit en un ARNm majeur de 6,8 kpb contenant 1’ensemble des exons et
codant une protéine de 51 kDa, la p51, homologue de la p54 aviaire (Watson et al., 1985). Par
épissage alternatif d’autres ARNms sont produits, celui codant la p42 résulte de I’élimination de
I’exon d (VII). L’ARNm codant la p48 a subi I’élimination de 1’exon IV et celui codant la p38 est le
résultat de 1’épissage des exons IV et VII. Deux protéines mineures de 49 et 52 kDa sont aussi
produites. Elles résultent respectivement de la phosphorylation des protéines p48 et p51.

Le clonage de I’ADNc murin (Chen, 1990) a révélé que 1’organisation génomique chez la
souris est trés semblable a ce qui existe chez I’homme. Chez la souris, le locus c-efs-1, porté par le
chromosome 9 (Watson et al., 1988 b), est transcrit en un ARN majeur de 5,3 kpb et en ARNms
mineurs de 2,2, 2,5 et 4 kpb. Ce gene est fortement exprimé dans le thymus et code la protéine
p63, homologue de la p54 aviaire et de la 51 humaine, et la protéine p52, équivalente a la p42
humaine et résultant d’un épissage alternatif (Pognonec et al., 1990).

Un homologue de la p68 aviaire n’a jamais ét€ mis en évidence chez les mammaiféres.

I.3. C-ETS-1: UN FACTEUR DE TRANSCRIPTION.
Les protéines Ets-1 comportent des domaines fonctionnels qui font d’elles des facteurs de

transcription.
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Fig. 19 : Structure et domaines fonctionnels des protéines c-Ets-1 aviaires.



1.3.1. Chez le poulet (Fig. 19).

[.3.1.1. Domaine de liaison &8 ’ADN

Le domaine responsable de cette activité est situé a I’extrémité carboxy-terminale des
protéines. Il est codé par les exons VIII et IX (Boulukos et al., 1989; Pognonec et al., 1989;
Reddy and Rao, 1990; Gégonne et al., 1992; Lim et al., 1992; Nye et al., 1992; Wang et al.,
1992; Wasylyk et al., 1992). Ce domaine, trés conservé au cours de 1’évolution et qui a permis de
définir les différentes protéines capables de se lier a I’ADN appartenant a la famille ETS, est appelé
le domaine ETS (Karim et al., 1990; Mac Leod et al., 1992).

Le domaine ETS, qui comprend 85 acides aminés hautement conservés, constitue un motif
structural de reconnaissance ADN-protéine. Ce domaine se fixe 4 I’ADN sur des sites de liaison

' Ets-spécifiques (Ets Binding Site : EBS) comprenant une séquence GGAA/T. Le domaine ETS est
organisé en trois hélices a (H1 a H3) et quatre feuillets f anti-paralleles (S1 a S4) (Skalicki et al.,
1996). Les analyses structurales et fonctionnelles de ce domaine ont permis de définir sa structure
tridimensionnelle ainsi que les différents mécanismes intra-moléculaires qui permettraient la
modulation de la fixation 4 I’ADN (Mavrothalassitis et al., 1994; Petersen et al., 1995; Wemer et-
al., 1995; Donaldson et al., 1996).

Le domaine Ets contient également le domaine de localisation nucléaire. La séquence
peptidique responsable de 1’adressage nucléaire (GKRKNKPK) est similaire au domaine minimum
de transloéation nucléaire de ’antigéne T du virus SV 40 (Richardson et al., 1986). Les acides
aminés situés en amont de ce signal de localisation nucléaire sont aussi importants dans cette
activité et l'intégrité des 78 acides aminés carboxy-terminaux est requise pour la localisation
nucléaire de la protéine p54.

1.3.1.2. Domaines de régulation de la transcription

Des expériences utilisant la fusion de mutants de délétion de la protéine p68 et un domaine
de fixation a I’ADN hétérologue ont permis d’identifier deux domaines de transactivation R I et R
III et un domaine de régulation R II, localisés dans la partie N-terminale de cette protéine
(Schneikert et al., | 1992).

Les domaines R I et R 11I sont capables d’activer la transcription de fagon indépendante. Le

domaine R I correspond aux 70 acides aminés N-terminaux codés par les exons o et . Le domaine
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R IIT est localisé entre les acides aminés 174 et 314 correspondants aux exons V, VI et une partie
de I’exon VII. L’exon VII n’est pas nécessaire a I’activité transactivatrice (Gégonne et al., 1992).
Les séquences de ces deux domaines sont différentes et présentent peu d’homologie dans leur
composition en acides aminés: le domaine R I est riche en résidus cystéine et proline; le domaine R
III est riche en résidus sérine et proline connus pour é&tre importants dans la fonction
transactivatrice d’autres facteurs de transcription.

RI posséde une succession de cystéines pouvant former un doigt de zinc impliqué dans des
interactions protéines-protéines, qui ressemble au domaine transactivateur de la protéine Tat du
virus HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus-1), (Kuppuswamy et al., 1989). Les 71 acides
aminés qui spécifient la partie N-terminale de la p68 apparaissent globalement trés hydrophobes
‘(Leprince et al., 1990) et pourraient former une structure en boucle w. Cette boucle peut étre
exposée a la surface de la protéine et ainsi interagir avec d’autres protéines par des interactions
hydrophobes, conférant a cette protéine une activité spécifique.

La région R II située entre les deux régions transactivatrices R I et R III module la
transactivation. Elle ne peut activer la transcription seule, mais combinée avec les domaines
d’activation, R II a un effet de régulation négative sur ’activité de R I et un effet positif sur
I’activité de R III. R II contient cinq hélices a (H1 & H5) et est impliqué dans des interactions
protéine-protéine avec d’autres facteurs modulant ainsi I’activité de ce domaine.

154

La p54 ne posséde que les domaines R II et R I1I. Le domaine codé par I’exon I ** n’est pas
capable d’activer la transcription lorsqu’il est fusionné a un domaine de fixation hétérologue
(Schneikert et al., 1992; Gégonne et al., 1992).

1. 3.1.3. Domaines de répression intramoléculaire de la fixation 3 ’ADN .

Nye et al. (1992), Lim et al. (1992) et Hagman et Grosschedl (1992) ont montré que deux
régions de c-Ets-1 encadrant le domaine ETS, 1’une localisée du coté N-terminal située dans 1’exon
VII, et I’autre localisée a I’extrémité carboxy-terminale, répriment la capacité de liaison a I’ADN de
la protéine. L’interaction moléculaire entre ces deux domaines de c-Ets-1, permise par un
repliement de la protéine, maintiendrait cette protéine dans une conformation fermée incapable de se

lier 2 ’ADN (Wasylyk et al., 1992; Jonsen et al. 1996). Des études récentes ont décrit I’interaction

des deux domaines inhibiteurs avec la premiére hélice du domaine ETS de facon a former « un
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Fig. 20: Structure et domaines fonctionnels de la protéine c-Ets-1 humaine (p51).



module inhibiteur » qui empéche la fixation a2 I’ADN (Donaldson et al., 1996; Skalicky et al.,
1996). De plus, la phosphorylation de sites présents dans la région inhibitrice N-terminale
adjacente au domaine ETS pourrait stabiliser cette conformation inhibitrice.

1.3.1.4. Domaine de régulation de la dégradation

La séquence PEST, riche en résidus proline, glutamine, sérine et thréonine est responsable
de la dégradation de la protéine (Rechsteiner et Rogers, 1996). La libération d’un fragment
contenant un domaine de liaison a ’ADN exempt des domaines de régulation et capable de
reconnaitre en permanence des sites de fixation sur les génes cibles pourrait ainsi interférer avec
Pactivité de la protéine totale (pour revue, Mac Leod et al., 1992). Cette séquence PEST se situe

entre la région R I1II et le domaine ETS.

1.3.2. Chez I’homme (Fig. 20).
Des domaines équivalents ont été identifiés chez 1’homme. La protéine p 51 humaine,

équivalente a la p 54 aviaire, ne comporte pas de domaine R I.

I.4. MODULATION DE L’EXPRESSION DU GENE C-ETS-1

I1.4.1. Chez le poulet

Deux régions promotrices ont été caractérisées (Crépieux et al., 1993). La premiére se
trouve en amont de 1’exon I **. Cette région promotrice est trés homologue 2 celle décrite chez
I’homme. Le deuxiéme promoteur qui fonctionne dans des fibroblastes embryonnaires est localisé
en 5’ d’un exon Y non codant situé en amont des exons o et §. Il initie la synthése des messagers
codant la p68 pour laquelle le domaine codé par I’exon I * est éliminé.

Tout comme pour les promoteurs caractérisés chez I’homme, les deux promoteurs aviaires
ne présentent pas d’élément TATA ou CAAT, et la transcription des ARNm codant les protéines
p54 et p68 s’initie en de multiples sites.

Le promoteur initiant la synthése de la p 68 n’est pas spécialement riche en base G et C. Il
ne comporte pas de boites TATA ou CAAT classiquement reconnues par I’ARN polymérase 11

pour la plupart des geénes eucaryotes. La transcription est initi€e dans une zone contenant une
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dizaine de bases C ou T. Des sites potentiels de fixation de différents facteurs de transcription
spécifiques des cellules lymphoides ont été identifiés, tels que Elf-1, PU-1, Ets-1, TCF-1, GATA-
3 en plus des sites AP-2. L’ARNm codant la p54 s’initie dans une région riche en G et C.
L’ organisation de ce promoteur est similaire a celle décrite pour le promoteur humain, comprenant
plusieurs sites AP-2 et Sp-1 ainsi qu’une longue répétition de G/A située en aval des sites

d’initiation de la transcription.

I.4.2. Chez I’homme

La transcription du géne humain c-ets-1 s’initie en de multiples sites. Il existe 14 sites
d’initiation couvrant une région de 137 pb, le site situé le plus en 3’ étant localisé 305 pb en amont
du codon ATG d’initiation de la traduction (Jorcyk et al., 1991). Le promoteur du géne c-ets-1
humain ne contient pas les éléments TATA et CAAT. Par contre, il comporte un grand pourcentage
en base GetC.

Une région de 706 pb incluant les sites multiples d’initiation de la transcription contient
I’activité promotrice maximale pour le géne humain. Cette région présente des sites de fixation pour
les facteurs de transcription Sp-1, AP-1, AP-2, EBS, SRE, NFxB, OCT-1, OCT-2. Des
expériences de transfections transitoires indiquent que les facteurs AP-1, AP-2, OCT-1, OCT-2,
PEA-3 régulent positivement le promoteur dans les lignées de cellules hématopoiétiques (Bhat et
al., 1996). La présence dans le promoteur de c-ets-1 d’un site Ets-1 qui s’est avéré fonctionnel
seul, suggére que la traﬁscription de ce géne peut étre régulée de facon positive par son propre
produit (Seth et Papas, 1990). La présence conjointe des sites Ets-1, PEA-3, AP-2, OCT-1 et 2
permet d’augmenter 1’expression du promoteur de c-ets-I de fagon additive. Deux régions
régulatrices négatives, NRE-1 et 2 ont aussi été localisées a I’intérieur du promoteur (Chen et al.,
1993 ). Elles permettent de contrebalancer 1’effet des régions de régulation positive. De plus, ces
auteurs ont montré que NRE-1 et 2 sont capables de se lier 2 des facteurs de transcription n’étant
présents que dans les cellules olt le promoteur de c-ets-/ humain est actif. La présence de facteurs
se liant 2 NRE-2 empéche OCT-1 et OCT-2 d’exercer leur activité de régulation positive. Il est
probable que, in vivo, les régions de régulation négative contribuent au contrble strict de

I’expression de c-efs-1.
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Le promoteur de c-ets-/ humain est aussi caractéris€é par de longues séquences
polypuriques-polypyrimidiques (G/A). Ces séquences semblent importantes pour [’activité
promotrices car elles peuvent former une structure en triple hélice, sensible a la nucléase S1, sur
laquelle peuvent se fixer des protéines nucléaires régulant ainsi !'inductibilité du promoteur
(Mavrothalassitis et al., 1990 ; Jorcyk et al., 1991). Ces structures homopolymériques pourraient
servir d’éléments fonctionnels du promoteur.

La régulation du promoteur de c-ets-1 est donc complexe et hautement dépendante des types
cellulaires. Elle implique des interactions entre les différents facteurs de transcription fixés sur le
promoteur, et leur association avec d’autres facteurs de transcription présents dans un type

cellulaire donné.

1.4.3. Activation de la transcription par les facteurs de croissance

De nombreux travaux ont montré que des facteurs de croissance sont capables d’induire
I’expression de c-ets-1. L’IL-1 et le TNFa sont des stimulateurs puissants induisant une
augmentation rapide (dans ’intervalle d’une heure) et durable (au moins 19 heures) de I’expression
des transcrits et des protéines Ets-1 dans des cultures primaires de fibroblastes humains. Le FGF
2, ’EGF et le PDGF sont des stimulateurs plus modérés et tardifs mais potentialisent I’induction
précoce de c-ets-1 par le TNFa dans ces mémes cellules (Gilles et al., 1996). L’augmentation
rapide des ARNm de c-ets-1 par ce facteur résulte d’une activation transcriptionnelle plutét que
d’une stabilisation des transcrits et ne nécessite pas de nouvelles syntheéses protéiques. c-efs-I
apparait donc comme un géne de réponse précoce au TNFa dont la voie de transduction
emprunterait celle de la sphingomyéline, indépendante des sérine/thréonine kinases. On peut noter
que les deux activateurs puissants TNFa et IL-1 sont également impliqués dans I’induction de

synthése de I’uPA, de la collagénase I et de 1a stromélysine 1.



I.5. MODULATION DE L’ACTIVITE DE LA PROTEINE C-ETS-1

I.5.1. Modulation de la fixation

La fixation des protéines Ets-1 sur leurs génes cibles, ou I’inhibition de cette fixation,
permettra ou non a cette protéine de remplir ultérieurement ses fonctions transactivatrices.

[.5.1.1. Modulation par les régions régulatrices

Les séries d’expériences précédemment exposées lors de 1’étude des différents domaines de
Ets-1 ont pu mettre en évidence 1’existence dans les protéines Ets-1 humaine, aviaire et murine de
régions régulant I’activité de liaison 2 I’ADN. Ces domaines de régulation ont été décrits dans le
paragraphe 1.3.3., et sont présents dans les protéines Ets-1 ‘en fonction de 1’épissage alternatif
qu’ont subit les ARNm. L’épissage peut donc étre considéré comme un premier événement
conditionnant la fixation ultérieure de Ia protéine produite.

1.5.1.2. Modulation par phosphorylation

Les protéines Ets-1 sont rapidement phosphorylées en réponse aux ionophores ou aux
autres conditions qui augmente la concentration de calcium intracellulaire (Koizumi et al., 1990).
Cette hyperphosphorylation touche essentiellement quatre résidus sérine situés dans 1’exon VII, et
inhibe la capacité de la protéine a se fixer sur I’ADN (Fleischman et al., 1995). Fort logiquement,
les isoformes de Ets-1 codées par les transcrits alternatifs sans exon VII sont insensibles a une
phosphorylation dépendante du calcium (Pognonec et al., 1990; Fisher et al., 1994; Rabault et al.,
1994). Ainsi, ’épissage alternatif de 1’exon VII peut correspondre a une forme de régulation de
Pactivité des protéines Ets-1.

I.5.1.3. Modulation par compétition

La compétition pour le site de liaison a2 I’ADN pourrait &tre un autre moyen de modifier la
fixation des protéines Ets a leurs séquences cibles. Une telle compétition a été observée avec la
protéine de caille Pax-QNR (homologue de Pax 6 chez la souris), I’'un des membres de la famille
des facteurs de transcription Pax (Paired box)(Plaza et al., 1994). Ces protéines possédent un
motif de fixation a I’ADN, le domaine « Paired » (pour revue Wehr et Gruss, 1996). Pax-QNR

peut inhiber in vitro la capacité de transactivation de la protéine p68, probablement en se fixant sur
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un EBS par son motif « Paired » dont le site de reconnaissance est TTCC, soit ’équivalent de

GGAA sur le brin complémentaire.

I1.5.2. Modulation de ’activité transactivatrice

Ces modulations permettront aux protéines Ets-1 de réguler I’expression de leurs génes
cibles dans des situations ou des types cellulaires spécifiques.

1.5.2.1. Modulati les régions régulatrices

Ces régions appartenant a la protéine Ets-1 ont été décrites dans le paragraphe [.3.1.2. En
fonction de I’épissage alternatif, les protéines produites présentent ou non I’ensemble de ces
domaines régulateurs et de ce fait ont des activités transactivatrices propres.

1.5.2.2. Modulation par phosphorylation

Les protéines Ets peuvent é&tre phosphorylées dans leur région amino-terminale sur la
thréonine 38. Ce résidu est phosphorylé in vitro par un membre de la famille des MAP Kinases, et
in vivo dans les fibroblastes en réponse au sérum (Rabault et al., 1994). Dans ce contexte, la
phosphorylation du résidu Thr 38 semble réguler négativement ’activité transactivatrice de Ets-1
(Rabault et al., 1996). A l’inverse, la phosphorylation de cette méme Thr 38, en réponse a
’activation de Ras, augmente I’activité transactivatrice des protéines Ets-1 dans des expériences de
transfections transitoires (Yang et al., 1996). L’influence directe de la phosphorylation des
protéines Ets-1 sur leur activité transactivatrice n’est pas encore parfaitement éclaircie. Il est
probable que la région N-terminale portant la Thr 38 soit le siége d’interactions spécifiques entre
Ets-1 et d’autres protéines. Ainsi, sa phosphorylation pourrait entrainer le recrutement préférentiel
de cofacteurs capables de réguler ’activité transcriptionnelle des protéines Ets.

1.5.2.3. Modulation par coopération avec d’autres facteurs

Les protéines Ets-1 et plus généralement les membres de la famille Ets sont capables de
coopérer efficacement avec d’autres facteurs de transcription en interagissant directement avec eux.
Les protéines Ets sont tout a fait capables de se fixer sous forme de monoméres (Fisher et al.,
1992 ; Nye et al., 1992). Néanmoins, ces protéines peuvent aussi interagir avec des protéines
issues de familles différentes, impliquées dans des mécanismes physiologiques variés, ce qui

accroit considérablement leur pouvoir transactivateur. Nous décrirons plus en détail les
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Protéine Séquence de fixation a 'ADN Promoteur/Enhancer

Ets-1 (poulet) GCA | GGAA | GCATT Stromélysine

Ets-1 (poulet) TCGA | GGAA | GTGAC Virus du polyome

Ets-1 (homme) GAAA | GGAA | GGGCG Promoteur Ets-1

Ets-1 (homme) GGA [ GGAA | ATGG LTR du HTLV-1 (ERE-A)
Ets-1 (homme) CCG | GGAA | GCCA LTR du HTLV-1 (ERE-B)
Ets-1 (homme) CGC | GGAA | ATGT LTR du HTLV-1 (ERR-2)
Ets-1 (homme) CAGA | GGAT | GTGG TCR-a

Ets-1 (homme) GCA |GGAA | GT Promoteur Ick type I
Ets-1 (homme) CGA | GGAA | GG Promoteur GATA-1

Ets-1 (souris) GAGC | GGAA | GCGC LTR du MSV

Fig. 21 : Exemples de séquences de fixation des protéines Ets-1 dans le promoteur de
genes cibles.



coopérations de différents co-facteurs avec Ets-1 et les protéines de la famille Ets dans un

paragraphe suivant, consacré a la spécificité d’actions des protéines Ets.

1.6 LES SITES DE FIXATION A L’ADN

Des séquences de fixation des protéines Ets, appelées EBS pour « Ets Binding Site » ont
été identifiées dans des séquences de régulation de la transcription de différents génes viraux et
cellulaires, ce qui a conduit 4 I’identification de génes cibles pouvant &tre régulés par des protéines
Ets.

La comparaison de différentes séquences de fixation des protéines Ets a permis de définir le
noyau GGAA/T, riche en purine, qui est retrouvé dans tous les sites de fixation des protéines Ets
(Karim et al., 1990) et dont I’intégrité est nécessaire 2 la fixation. Par exemple, une mutation au
niveau d’'un G (GGAA= > AGAA) abolit complétement la fixation spécifique a2 I’ADN de la p68
(Wasylyk et al., 1990). D’autre part, la différence d’affinité de fixation entre les protéines Ets-1 et
Ets-2 sur différents promoteurs est fonction des nucléotides proximaux entourant la séquence
GGAA/T (Ascione et al., 1992).

Des séquences consensus cibles pour les protéines Ets-1 aviaire (Woods et al., 1992),

murine (Nye et al., 1992) et humaine (Fisher et al., 1991) ont été définies in vitro.

Ets-1 poulet ACC GGAA ATT
C TG
Ets-1 souris ACC GGAA GT
G T C
Ets-1 homme GGC GGAA GT
ACA C

Les séquences flanquantes du noyau GGAA/T sont aussi nécessaires a la sélectivité de
reconnaissance et de transactivation. Quelques séquences de fixation des protéines Ets-1 sur

différents promoteurs sont présentées dans le tableau ci-contre (Fig. 21).
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RECAPITULONS:

A partir de I’étude de c-efs-1, nous avons pu cerner les caractéristiques principales de la
famille de facteurs de transcription a laquelle il appartient. Nous avons pu aborder les subtilités de
modulation de son activité transactrivatrice et poser les bases de la spécificité d’action des facteurs
sur leur cible en fonction de I’épissage alternatif de I’ARNm, de la phosphorylation des protéines,
de la coopération avec d’autres facteurs, de la séquence cible de fixation. A travers les exemples
utilisés nous avons pu constater que Ets-1 est, en particulier, impliqué dans le contrble de la
différenciation de la lignée hématopoiétique et du remodelage de la MEC.

Nous allons & présent utiliser ces indications pour poursuivre notre réflexion en considérant

les roles biologiques des membres de cette famille.

I. : Des membres unis autour d’axes co u

11.1 LA CARTE DE MEMBRE

I1.1.1. Critére d’appartenance

Une région particuli¢rement bien conservée des invertébrés a ’homme, le domaine ETS, de
84 3 90 acides aminés détermine [’appartenance a la famille Ets (Fig. 22 A). Ces domaines
montrent une forte homologie dans les hélices a et les feuillets . Par contre, les régions charniéres
sont beaucoup moins conservées (Donaldson et al., 1996). Le domaine ETS peut se situer en
position carboxy-terminale, médiane ou amino-terminale selon les protéines (Fig. 22 B).

Les facteurs de transcription Ets appartiennent a la classe des protéines se liant 3 I’”ADN
appelée « winged helix turn helix » (WHTH), la structure tertiaire du domaine ETS conférant une
forme d’aile a ces protéines de type hélice-tour-hélice (Brenan et al., 1993).

Un autre domaine, le « domaine Pointed » ou Pnt, initialement décrit dans le géne pointed
de la drosophile (Klambt et al., 1993), est consevé seulement dans certains membres de la famille
appartenant aux groupes ETS, GABP/ELG, ERG et YAN/TEL (Fig. 22 B). Ce domaine,

homologue au domaine de régulation de c-Ets-1 initialement appelé RII qui contient cinq hélices a,
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Fig. 23 : Arbre phyllogénétique.

Les genes de la famille Ets sont classés par leur degré de similitude. Les chiffres
indiquent le taux de confiance sur la parenté phyllogénétique des genes d’une branche
D’apres Laudet et al., communication personnelle.



intervient dans des interactions protéines-protéines et dans des phénoménes d’associations

homotypiques (Jousset et al., 1997) pouvant réguler I’activité des protéines Ets.

I1.1.2. Arbre phylogénétique (Fig. 23)

L’analyse des taux de divergence entre les différents domaines ETS indique que la famille
Ets constitue un groupe trés ancien de génes qui peuvent étre classés en sous groupes (Laudet et
al., 1993). Lors de ’examen des différents roles biologiques des protéines Ets nous ferons appel a

plusieurs des genes présentés sur 1’arbre phylogénétique.
I1.2. COMMENT ENVISAGER DES SPECIFICITES D’ACTION ?

Il a été décrit que, dans certains cas, des p'rotéines Ets peuvent se substituer a d’autres pour
rétablir une situation fonctionnelle normale. En effet, des expériences réalisées chez la drosophile
indiquent que les défaut induits par l'altération du gene pointed (pnt) peuvent étre partiellement
corrigés par I’expression d’un transgéne codant les protéines Ets-1 et Ets-2 de poulet (Albagli et
al., 1996). Pnt, Ets-1 et Ets-2 ont donc des capacités fonctionnelles communes.

Cependant, in vivo, la plupart des protéines Ets ont des génes cibles spécifiques et sont

activées sélectivement dans un type cellulaire donné.

I1.2.1. Role de la séquence nucléotidique dans la sélectivité d’action

Les protéines Ets se fixent sur le site EBS contenant le noyau GGAA/T. La variation des
nucléotides proximaux entraine une différence d’affinité pour la fixation des différentes protéines
Ets. Cette proposition a ét€ démontrée pour les protéines Ets-1 et Ets-2 par Ascione et al. (1992).
La présence de séquences flanquantes différentes dans les sites EBS de promoteurs distincts
explique la sélectivité d’action de Ets-1 et Ets-2. L’identité du quatritme nucléotide du noyau
GGAA/T définit une premiere spécificité de reconnaissance. Elf-1, E74 et Fli-1 ont une préférence
invariable pour la séquence GGAA. Ets-1, SAP-1, ER81 et PU.1 peuvent se fixer indifféremment
sur des séquences GGAA ou GGAT. Mais, les différences intrinséques de spécificité de liaison a

I’ADN ne suffisent sans doute pas a rendre compte des différences fonctionnelles. Les protéines
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Ets ont a la fois une sélectivité due a la reconnaissance d’une séquence et une sélectivité due au

recrutement d’autres cofacteurs protéiques.

I1.2.2. Rdle des cofacteurs

Les associations entre protéines Ets avec des protéines de la famille Ets ou d’autres familles
permettent d’augmenter les possibilités de régulation des génes cibles par la mise en oeuvre de
nombreuses combinaisons de complexes protéiques. Ainsi, la reconnaissance nucléotidique peut

étre modulée par 1’une ou I’autre de ces combinaisons.

11.2.2.1 Génes Ets et spécificité cellulaire

Une autre coopération a été mise en évidence entre la protéine p54 et le facteur GATA-1
exprimé dans la lignée érythrocytaire, les mégacaryocytes et les cellules de moelle osseuse, de
fagon spécifique. Le promoteur du géne de la glycoprotéine II B contient un EBS et un site de
liaison pour le facteur GATA-1 situé a proximité. La protéine Ets-1 et le facteur GATA-1 coopérent
de fagon additive pour transactiver le promoteur de GP II B et assurer ’expression spécifique de la
glycoprotéine dans les mégacaryocytes (Lemarchandel et al., 1993).

La régulation transcriptionnelle de « I’enhancer » du géne codant la chaine a du récepteur
des cellules T nécessite des interactions entre la protéine Ets-1 et PEBP 2 a se fixant 4 ’ADN sur
des sites adjacents. Le complexe Ets / PEBP 2 o / ADN est alors stabilisé par 1’interaction avec
d’autres facteurs spécifiques de ces cellules, fixés plus loin sur I’ADN, et induisant la formation
d’un coude dans I’hélice d’ADN qui favorise les contacts entre protéines (Giese et al., 1995;
Mayall., 1997). De la méme fagon, l’interaction de Ets-1 avec ce méme facteur PEBP 2 «
augmenterait |’affinité des interactions Ets-1/ ADN sur « I’enhancer » du géne codant la chaine 8
du récepteur des cellules T, favorisant ainsi I’activité transactivatrice de Ets-1 (Wotton et al.,
1994). La formation des complexes multiprotéiques auquel participe Ets-1 est donc nécessaire a la
transcription de génes cibles spécifiques des cellules T.

La protéine PU-1 qui est le membre le plus divergeant de la famille, s’associe avec le
facteur de transcription NF-EMS5 spécifiquement exprimé dans les lymphocytes B, sur

« I’enhancer » 3’ du geéne de la chaine k des immunoglobulines (Pongubala et al., 1992). La
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fixation de NF-EMS5 & ’ADN dépend de son association préalable avec PU-1. La spécificité
d’action peut ici étre attribuée & 1’association d’une protéine de la famille Ets et d’un facteur
spécifique au lymphocyte B.

Les protéines Ets-1 peuvent aussi coopérer avec des membres de la famille Ets, comme cela
a été décrit pour I’enhancer u des chaines lourdes des immunoglobulines (Ig H) (Nelsen et al.,
1993). Ets-1 et PU-1 se fixent respectivement sur les séquences u A et u B de I’enhancer, et entrent
en interaction 'une avec 1’autre. La présence de ces deux facteurs est requise pour augmenter
Iactivité lignée spécifique de 1’enhancer . Les interactions entre facteurs de la famille Ets peu-vent
donc participer a la régulation transcriptionnelle de génes spécifiques d’une lignée.

11.2.2.2. Les protéines Efs et le site AP-1

Le domaine ETS des protéines est capable de se lier au domaine basique des protéines Jun
(Bassuk et Leiden, 1995). L’interaction de Ets-1 avec Jun est suivie du recrutement d’une protéine
Fos pour former un complexe ternaire sur les sites de type EBS/AP-1, ce qui entraine
’augmentation de la transactivation du promoteur sur lequel ce complexe est fixé. La protéine p68
peut coopérer avec le complexe AP-1 (Jun-Fos) sur I’élément de réponse a I’oncogéne situé dans «
l'enhancer » des geénes précoces du virus du polyome qui contient un site EBS et un site AP-1
juxtaposés (Wasylyk et al., 1990). Ces auteurs suggerent que les sites de liaison de Ets-1 et de AP-
1 sont requis pour qu’il y ait un effet coopératif, car il n’y a pas de complémentation si I’'un des
deux sites est absent de « ’enhancer ».

Des sites EBS et AP-1 ont été décrits dans les promoteurs de génes codant des protéases
telles que la collagénase I ou MMP-1 (Gutman et Wasylyk, 1990), la stromélysine 1 ou MMP-3
(Wasylyk et al., 1991), et I’activateur du plasminogéne de type urokinase, uPA (Nerlov et al.,
1992) (Fig. 24). La collaboration entre les protéines Ets et le complexe AP-1 dépend de
I’espacement sur le promoteur des sites fixant les protéines. Sur le promoteur du géne de la
collagénase, ces sites sont distants d’une dizaine de bases et 1’effet de Ets-1 et AP-1 pour la
stimulation transcriptionnelle est additif. Si, par mutagenése, on rend les sites adjacents, la
coopérativité Ets-1 / AP-1 est augmentée (Gutman et Wasylyk, 1990).

Les sites EBS et AP-1 peuvent coopérer soit pour une stimulation ou soit pour une

inhibition du géne cible. La transactivation du promoteur de la MMP-1 est augmentée par Ets-1 en
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tests in vitro, mais I’induction de ce promoteur par c-Jun ou Jun B (Wesstermack et al., 1997) est
abolie par PU-1. Il s’avére que Ets-1 potentialise 1’activation de la MMP-1 en coopération avec c-
Jun et Jun B. L expression de la protéine PU-1 diminue de fagon significative la liaison de c-Jun et
Jun D & I’élément AP-1 du promoteur de la MMP-1 et abolit ainsi 1’activation de ce promoteur.
Ceci indique que des facteurs de transcription différents de la famille Ets peuvent moduler dans des
sens opposés 1’expression d’un gene cible grace a I’intervention du site AP-1.

11.2.2.3.

Lors de transfections transitoires, Erg peut induire la transactivation de la collagénase 1
mais pas de la stromélysine 1 (Buttice et al., 1996). Il a été montré qu’une mutation dans le site
AP-1 du promoteur de la collagénase abolit I’activation par Erg et que la protéine Erg peut
effectivement se lier au complexe AP-1. Ainsi, la coopération entre Erg et AP-1 régule la
transcription du promoteur de la collagénase 1. Par contre, si Erg peut se lier au promoteur de la
stromélysine 1 en test retard sur gel, elle ne peut pas activer ce promoteur. Deux interprétations
sont alors envisageables. D’abord, la fixation de Erg sur le promoteur peut masquer des sites
nécéssaires a d’autres activateurs. Ensuite, 1’agencement des sites EBS sur le promoteur de la
stromélysine 1, différent de celui du promoteur de la collagénase 1, implique un assemblage de
deux monomeéres de Erg dans une configuration ayant un effet inhibiteur sur ’activation du
promoteur (Fig. 24).

De plus, il se trouve que Erg inhibe complétement la transactivation de la stromélysine 1 par
Ets-2. Erg formerait alors des hétérodimeres avec Ets-2 sur les sites EBS du promoteur de la
stromélysine 1, ce complexe dimérique n’ayant pas d’activité transactivatrice. Les interactions Erg-
Ets-2 ont effectivement été décrites (Basuyaux et al., 1997).

Il apparait donc que Erg peut réguler différemment deux génes de protéases en fonction du
recrutement du complexe Jun/ Fos, de la particularité des sites sur chaque promoteur et de

I’interaction avec un autre facteur de la famille Ets.



I11.3. ETS ET LA TUMORIGENESE

11.3.1. v-Ets : le pionnier

I1.3.1.1. Historiqguement, c’est d’abord ’oncogéne v-efs qui a été découvert dans le
génome du virus E-26 induisant une leucémie chez le poulet (Ivanov et al., 1962).

Je ne reviendrai pas sur le détail des expériences déja décrites qui ont permis d’établir la part
respective de v-myb et v-ets dans le processus leucémogene (se reporter au paragraphe 1 du
chapitre I). Je rappellerai seulement ici que le rétrovirus provoque des leucémies mixtes myéloides
et érythroides (Radke et al., 1982). Il infecte des cellules souches multipotentes, les MEP (Myb Ets
Progenitor), progénitrices des lignées myéloides et érythroides. v-ets est responsable de la
transformation des cellules érythroides et le domaine ETS est requis pour le role d’inhibiteur de
différenciation de v-ets (Kraut et al., 1994). |

11.3.1.2. Co nt pourrait-on expliquer le role transfi de v-ets ?

Outre le fait d’étre fusionner a v-Myb, v-Ets différe de Ets-1 par deux points (Fig. 15):

- il présente deux mutations ponctuelles dont une dans le domaine ETS en position 445

- les derniers acides aminés de la protéine adjacents au domaine ETS, sont complétement différents
de ceux de Ets-1. En fait, la séquence codant ce domaine dans c-efs-1 a été inversée dans v-ets
(Leprince et al., 1993).

Ces différences agissent de concert pour modifier la spécificité de liaison de la protéine a
I’ADN. In vitro, la queue C-terminale de Ets-1 inhibe fortement sa fixation 2 I’ADN (Donaldson et
al., 1996). Si on la remplace par la région équivalente de v-ets, I'inhibition est levée. La mutation
du résidu 445 quant a elle diminue la sélectivité de liaison 2 I’ADN (Soudant et al., 1994). Il y a
donc simultanément angmentation de I’affinité et diminution de la spécificité. Ainsi, v-Ets peut
reconnaitre des sites plus nombreux que Ets-1, et s’y lier plus efficacement (Hahn et Wasylyk,
1994). On peut donc imaginer deux raisons pour expliquer la transformation par v-Ets, d’une part
la compétition avec d’autres membres de la famille ETS pour la régulation de génes de
différenciation; d’autre part, un effet sur des génes qui ne sont pas normalement régulés par des

protéines Ets.
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La transformation par E- 26 pourrait faire intervenir un autre mécanisme qui s’apparente 2
celui intervenant pour certains récepteurs nucléaires. En effet, il existe un antagonisme fonctionnel
entre le récepteur de ’hormone thyroidienne T3 (T3 R) ou celui de 1’acide rétinoique (RAR), et les
protéines de la famille AP-1 (Kamei et al., 1996). L’expression des premiers diminue le pouvoir
transactivateur des seconds et réciproquement, sans qu’il y ait d’interactions physiques entre les
protéines antagonistes (Rascle et al., 1996). Cet effet résulterait d’une compétition entre les
facteurs pour un coactivateur transcriptionnel commun présent en quantité limitante (Kamei et al.,
1996). Pour ce qui concerne v-ets, il apparait que la protéine p135 inhibe le pouvoir transactivateur
de T3 R, mais augmente celui de AP-1 sans interagir physiquement avec ces protéines provoquant
ainsi des perturbations leucémogenes (Rascle et al., 1996).

Si v-ets est, par sa nature virale, impliqué dans la transformation, les génes cellulaires de la
famille Ets peuvent aussi avoir des capacités tumorigénes. Par exemple, la surexpression de c-ets-1
dans des fibroblastes NIH-3T3 induit la transformation de ces cellules in vitro et augmente leur
tumorigénicité dans les souris nude (Seth et Papas, 1990). Voyons a présent comment les protéines

Ets cellulaires peuvent induire un processus tumoral.

I1.3.2. Translocations impliquant des génes efs

[1.3.2.1. Les tumeurs d’Ewing

La présence de transcrits c-efs-1 a été décrites dans des cellules de neuroblastomes, de
neuroépithéliomes et de sarcomes d’Ewing, trois tumeurs qui ont une origine embryonnaire
commune, puisqu’elles sont issues de cellules de crétes neurales, ou les ARNm c-ets-1 sont
abondants (Sacchi et al., 1991). Le point commun des tumeurs d’Ewing est la présence dans les
cellules tumorales de translocations affectant le chromosome 22. Ces translocations
s’accompagnent du réarrangement d’un géne situé sur ce chromosome, baptis¢é EWS pour Ewing
Sarcoma (Delattre et al., 1992). Suite aux remaniements chromosomiques, la partie N-terminale
d’EWS se trouve fusionnée a différents génes situés sur d’autres loci. Ces génes, fli-1, erg, er 81
et pea 3, sont tous membres de la famille ETS (Sorensen et al., 1994 ; Jeon et al., 1995 ; Urano et

al., 1996).



\' cible de cible de

" R A ‘ Fli-1
Q'L REANVZN W

Transformation
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On peut considérer EWS-Fli-1 comme un « super-transactivateur » des génes cibles de Fli
(Fig. 25). Les propriétés de cette protéine EWS-Fli-1 qui la rende intrinséquement oncogénique,
sont dues a ses caractéristiques de liaison & ADN et a sa capacité a réguler la transcription.
Effectivement, la protéine EWS-Fli-1 peut se fixer aux cibles de Fli-1, et activer la transcription de
génes dont le promoteur comporte des sites Ets avec une « force » supérieure a celle de la protéine
Fli-1 sauvage (Bailly et al., 1994). In vitro, EWS-Fli-1 peut reconnaitre les mémes séquences que
Fli-1 mais, par le biais d’interactions avec des partenaires, les protéines Ets peuvent étre recrutées 2
des sites « non-optimaux ». Ainsi, il se peut qu’in vivo, EWS-Fli-1 interagissent avec des
partenaires différents de ceux de Fli-1, et se fixe alors sur d’autres promoteurs. De fait, Braun et
al.(1995) ont mis en évidence des genes régulés par EWS-Fli-1 qui ne répondent pas a Fli-1
sauvage.

I1.3.2.2. Autres cas humains

Le locus c-ets-1 a été impliqué dans des translocations chromosomiques entre les
chromosomes 11 et les 1, 4 et 9. Ces translocations ont été mises en évidence chez des malades
atteints de leucémies myéloides (Diaz et al., 1986 ; Sacchi et al., 1986). Un réarrangement de
locus a été décrit dans un cas de leucémie myélomonocytique et un cas de lymphome (Rovigatti et
al., 1986). Le role de c-ets-1 dans I’apparition ou la maintenance de ces leucémies reste cependant

imprécis.

I1.3.3. Les leucémies de Friend

Les leucémies de Friend interviennent aprés !’infection de souriceaux ou de souris adultes
par un complexe viral appelé FLV, composé de FMuLV (Friend Murine Leukemia Virus), et de
SFFV (Spleen Focus Forming Virus). Les mécanismes par lesquels les virus induisent ces
leucémies ont été décrits par Ben-David et Bernstein (1991).

La transformation est corrélée a ’intégration du provirus SFFV a un site spécifique du
génome. Ce locus a ét¢ nommé spi-/ (pour SFFV Provirus Integration-1). L’insertion
s’accompagne de la surexpression d’un géne situé a proximité du site d’intégration, appelé par
extension spi-1. Il s’agit d’un membre de la famille ETS (Moreau et al., 1988), identique a PU.1

découvert indépendamment par Klemsz et al (1990). Des expériences visant a comprendre 1’origine
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du pouvoir oncogénique de spi-1 indiquent que I’induction de la différenciation s’accompagne
d’une forte réduction de la quantité de Spi-1 (Galson et al., 1993). Par contre, si on diminue la
quantité de Spi-1 dans les cellules en utilisant des nucléotides antisens, on réduit leur potentiel
réplicatif sans induire leur différenciation (Delgado et al., 1994). Spi-1 agirait donc en maintenant
les précurseurs érythroblastiques dans un état de prolifération qui leur interdit la différenciation.

Il est vraissemblable qu’au cours de I’hématopoiése cette activité mitogéne de Spi-1 est
fermement contrdlée soit par modification de la protéine, soit par extinction de son expression.
Lors de I'intégration par SFFV, spi-1 est largement surexprimé et doit échapper & ces mécanismes
de régulation.

Le virus FMuLV peut provoquer des leucémies de facon indépendante de SFFV. Il cause
différents néoplasmes hématopoiétiques, dont des érythroleucémies aux caractéristiques trés
proches de celles causées par les complexes FLV. A nouveau, la transformation des cellules est
associée a I’intégration du virus a un site spécifique du génome appelé fli (Friend Leukemia
Intégration-1), qui est distinct de spi-/ (Ben-David et al., 1990). Les LTR viraux induisent la
surexpression d’un géne proche du site d’insertion, appelé par extension fli-I. Il s’agit d’un
membre de la famille ETS (Ben-David et al., 1991). Si des souris transgéniques surexprimant fJi-/
présentent des anomalies lymphocytaires conduisant a des maladies auto-immunes, mais pas a des

leucémies (Zhang et al., 1995), le role exact de ce géne n’est pas déterminé.

I1.3.4. Ets-1 comme suppresseur de tumeur.

L’expression ectopique de Ets-1 (p51) dans des cellules de cancer du colon qui n’expriment
pas de fagon endogene cette protéine, réverse le phénotype transformé de ces cellules dont les
aptitudes a former des colonies en agar mou et des tumeurs chez la souris nude sont réduites
(Suzuki et al., 1995). La protéine Ets-1 ou I’exon VII a été épissé (P42) est également capable de
diminuer la tumorigénicité de ces cellules en induisant leur apoptose (Huang et al., 1997). Ainsi, la
protéine Ets-1 pourrait avoir un rdle de suppresseur de tumeur.

A travers I'implication des génes de la famille Ets dans la tumorigenése nous avons pu
appréhender les conséquences des anomalies de fonctionnement des protéines Ets dans des cellules

nerveuses et hématopoiétiques. Nous verrons que, lors du développement normal, les génes efs
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sont également fortement impliqués dans le processus de différenciation de ces cellules.
Cependant, ce r6le n’est pas limitatif, et nous aborderons, en décrivant les lieux d’expression des

genes ets et de leur génes cibles, I'implication de cette famille dans les processus de migration.

II.4. LES PROTEINES ETS ET LA DIFFERENCIATION DES CELLULES
HEMATOPOIETIQUES

L’expression de c-ets-1 a été étudiée dans plusieurs lignées hématopoiétiques, représentant
divers stades de différenciation des lignées myéloides, érythroides et lymphoides. Les transcrits c-
ets-1 ont été détectés dans les lignées et les organes lymphoides comme la rate, le thymus et la
“bourse de Fabricius (Pognonec et al., 1988 ; Vandenbunder et al., 1989) chez le poulet, et des
résultats analogues ont été rapportés chez la souri‘s et chez ’homme (Bhat et al., 1989).

Romanospica et al. (1994) ont pu mettre en évidence 1’expression conjointe de plusieurs
membres de la famille Ets dans les cellules hématopoiétiques (Fig. 26). Parallélement des sites
EBS ont pu étre décrits dans les régions de régulation d’un grand nombre de génes spécifiques des

cellules hématopoiétiques (Pour revues, Seth et al., 1992; Bhat et al., 1996).

11.4.1. Les cellules érythroides

L’analyse de 1’expression de c-ets-1 au cours de I’embryogenése du poulet a montré que les
précurseurs érythroides exprimaient c-ets-1, alors qu’aucun transcrit n’est détectable dans les
érythrocytes matures (Quéva et al., 1993). Le promoteur du geéne codant le facteur de transcription
GATA-1, spécifique des cellules érythroides, contient trois sites EBS dont deux forment un
palindrome. La protéine Ets-1 ne se lie qu’aux sites EBS palindromiques de ce promoteur (Seth et

al., 1993).
I1.4.2. Les protéines Ets sont impliquées dans la maturation des

lymphocytes T

L’activité de plusieurs protéines ETS contribuent a la différenciation des cellules T.
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Chez la souris, c-ets-1 est fortement exprimé dans le thymus a partir du 15° jour de
gestation, a la fois dans les zones corticales et médullaires. Lors de leur différenciation, les
thymocytes expriment c-ets-1 a un niveau élevé (Pognonec et al. 1989; Bhat et al., 1989). Salmon
et al. (1993) ont montré que les protéines Ets-1 et Ets-2 peuvent transactiver le promoteur du géne
du co-récepteur CD4 in vitro, qui est activé dans certaines sous populations de lymphocytes T.

Au cours de la maturation des thymocytes, les génes codant les chaines o/ et y/8 du
récepteur des cellules T (TCR) se réarrangent. L’activation de la transcription du géne codant la
chaine a du TCR (TCR-a) nécessite la fixation des protéines Ets & un élément (Ta2) de I’enhancer
3’ de ce geéne ainsi que 1’intervention d’autres facteurs (Ho et al., 1990 a). La protéine Ets qui se
fixe sur le motif Ta2 pourrait interagir avec les autres facteurs se liant aux éléments Tal, To3 et
To4 de cet enhancer de fagon a moduler I’activité transcriptionnelle du géne. Comme nous 1’avons
précédemment évoqué, il existe une coopération entre les protéines PBP2a et Ets-1 dans les
enhancers des génes codant les chaines o et § du TCR (Ho et al., 1990 b; Wotton et al., 1994;
Mayal et al., 1997). Prosser et al. (1992) ont montré que Ets-1 active la transcription de 1a chaine a
mais inhibe celle de la chaine . L’expression de la protéine Ets-2 est également concomittante au
réarrangement de la chaine a.

Le géne codant I’enzyme terminale désoxynucléotidyl transférase (TdT) est exprimé au
début du développement des lymphocytes T, puis son taux chute en cours de maturation (Ernst et
al., 1993). Les protéines Ets-1 et Fli-1 peuvent in vitro se fixer sur le promoteur de ce géne
(Hermans et al., 1989), sans que les mécanismes de régulation in vivo soient bien compris.

Les cellules T a 1’état quiescent, en phase GO du cycle cellulaire, expriment la protéine Ets-1
de fagon intense, et Ets-2 trés faiblement. Par contre, la stimulation mitogénique de la cellule
inverse les rapports Ets-1/ Ets-2 (Bhat et al., 1990). Ainsi, Ets-2 semble &tre li€ a la prolifération
cellulaire alors que Ets-1 permet de maintenir le lymphocyte T a I’état quiescent et doit étre réprimé
lors de 1’activation lymphocytaire.

De plus, des souris chiméres oll le géne ets-I a été inactivé par recombinaison homologue
(Bories et al., 1995; Muthusamy et al., 1995) présentent un déficit en lymphocytes T. Ces cellules

lorsqu’elles sont mises en culture, sont particuliérement sensibles a I’apoptose. Cette observation



est compatible avec I’hypothése que Ets-1 contribue & maintenir ces cellules en phase GO et que la
perte de ce contréle les conduise par défaut vers I’apoptose.

Le gene de linterleukine 2 (IL-2), n’est pas transcrit dans les lymphocytes T quiescents,
mais peut &tre induit. II posséde dans son promoteur un site permettant la fixation de la protéine
Elf-1 (Thompson et al., 1992). Elf-I est liée a la protéine RB non phosphorylée dans les
lymphocytes quiescents, le complexes RB/ Elf-1 se séparant lors de la phosphorylation de RB, au
moment de 1’entrée des cellules dans le cycle (Wang et al., 1993). La protéine Elf-1 a besoin pour
induire I’expression de I’IL-2 de la coopération avec Jun B et Fra-1. De méme, la coopération de
Elf-1 et AP-1 est nécessaire a l’activation du promoteur « granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor » (GM CSF) dans les cellules T (Wang et al., 1994).

I1.4.3. Les protéines Ets et la matﬁration des lymphocytes B

Au cours du développement, les transcrits c-ets-1 ont ét€ détectés dans les organes
lymphoides ol se différencient les cellules B, en particulier dans la bourse de Fabricius des
embryon de poulet (Quéva et al., 1993). D’autres travaux ont montré que c-ets-/ est exprimé dans
des lignées de cellules pré-B ou B-immatures.

Les souris chimeres oll le géne ets-1 a été inactivé par recombinaison homologue (Bories et
al., 1995), posseédent des lymphocytes B dépourvus de Ets-1, présents en quantité normale mais se
différenciant de facon aberrante en cellules sécrétrices d’immunoglobulines M (Ig M). Ets-1
contribue donc au contrdle de la différenciation normale des lymphocytes B.

Dans les lymphocytes B, la protéine PU.1, complexée au facteur NF-EMS5, participe a la
régulation de « I’enhancer » 3’ du géne de la chaine légeére x des immunoglobulines (Grant et al.,
1992; Pongubala, 1992, 1993). PU.1 coopére aussi avec Ets-1 pour activer « I’enhancer » p des
chalnes lourdes des immunoglobulines, Ig H (Bhat at al., 1990; Nelsen et al., 1993; Rao et al.,
1997). Fli et Erg-3 sont aussi capables de se fixer sur des sites spécifiques de cet « enhancer »
(Riveraet al. 1993). « L’enhancer » p est un élément de régulation spécifique des lymphocytes,
soupconné de réguler I’activation du locus IgH au stade pré-B pendant le développement (Ferrier et
al., 1990). D’autre part, PU.1 active la transcription du géne de la chaine J des immunoglobulines

(Ig J) en réponse a une stimulation par 1’IL2 (Shin et Koshland, 1993). Ces différents résultats
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indiquent que les protéines Ets participent 4 la différenciation et au fonctionnement des

lymphocytes B.

11.4.4. PU-1 et la lignée myéloide

PU.1, qui est exprimé dans toutes les cellules sanguines & 1’exception des cellules T, régule
un grand nombre de génes spécifiques de lignées myéloides (pour revue, Moreau-Gachelin, 1994),
dont le géne du « scavenger receptor » (SR) impliqué dans la differenciation des monocytes en
macrophages (Moulton et al., 1994). Il est & noter que la régulation de la transcription de ce géne
met en jeu les motifs AP-1 et Ets (Wu et al., 1994), ce qui indique une fois de plus que ’activité
des protéines Ets passe par des coopérations avec d’autres facteurs.

Enfin, Mc Kercher et al. (1996) qui ont inactivé PU.1 par recombinaison homologue ont
apporté la preuve de I’implication de ce géne dans le développement des lignées hématopoiétiques.
Les souris homozygotes pour la mutation meurent peu avant la naissance, elles sont dépourvues de
lymphocytes, de macrophages et de granulocytes.

L’ensemble de ces données indique que les protéines Ets jouent un role important dans la

différenciation et la maturation des cellules hématopoiétiques.

II.5. LE SYSTEME NERVEUX

Une abondance de transcrits c-ets-] est détectée pendant la formation du tube neural au
cours de I’embryogenése et pendant le développement péri-natal, dans les méninges, les tissus
nerveux du cortex cérébral et de la corde de ’embryon, ainsi que dans le cerveau des nouveaux
nés. (Kola et al., 1993; Maroulakou et al., 1994). Ceci suggere le rdle important de c-ets- dans le
systéme nerveux qui, chez la souris, continue a se développer aprés la naissance.

Chez le poulet, les transcrits c-ets-I sont présents dans les cellules de crétes neurales
céphalique et troncales en migration (Vandendunder et al., 1889 ; Quéva et al., 1993).

L’expression de c-ets-1 a été décrite dans une catégorie de cellules gliales, les astrocytes
humains in vivo (Amouyel et al., 1988; Fleischman et al.,1995). Ces auteurs ont montré que

I’induction stable de c-ets-1 dans une lignée pluripotente de tératocarcinome embryonnaire (P 19)
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est spécifiquement corrélée avec leur différenciation en astrocytes. Ainsi, Ets-1 participerait a
1’acquisition de caractéres spécifiques des cellules gliales.

Ets-1 a donc un grand rdle dans le développement du systéme nerveux.

I1.6 LES SITUATIONS DE MIGRATION

11.6.1. Les patrons d’expression des génes de la famille Ets

11.6.1.1. La vasculogenése et 1’angiogenése

Chez le poulet, I’expression de c-ets-1 est détectée dés la gastrulation lors de la mise en
place des feuillets. A ce stade, les transcrits sonts plus abondants dans les cellules du mésoderme
ventral qui vont se condenser pour former des ilots sanguins extra-embryonnaires, constitués
d’hémangioblastes, précurseurs communs aux érythrocytes et aux cellules endothéliales. Au fur et
a mesure de la maturation de ces ’il&s, I’expression de c-ets-1 se restreint aux cellules endothéliales
(Pardanaud et Dieterlen-Liévre, 1993; Quéva et al., 1993).

Dans les cellules endothéliales, 1’expression de c-ets-! se maintient tant que dure les
processus de vasculogenése (formation de vaisseaux sanguins de novo) ou d’angiogenése
(formation de nouveaux vaisseaux par bourgeonnement a partir d’'un vaisseau déja existant)
(Vandenbunder et al., 1989). Cette expression diminue lorsque les vaisseaux sont formés. Grévin
et al. (1993) ont montré que, lors de la placentation chez la souris, c-ets-1 est exprimé dans les
vaisseaux sanguins maternels qui participent a la néovascularisation utérine. Plus récemment, une
corrélation spatio-temporelle entre 1’expression de c-ets-1 et la formation du réseau sanguin dans
I’hypothalamus de rat a pu étre établie (Laurent-Huck et al., 1996). Jorcyk et al. (1991) ont décrit
I’implication d’éléments contenus dans I’intron I du géne pour ’expression vasculaire spécifique
de c-ets-1.

L’expression transitoire de c-efs-1 lors de la constitution des vaisseaux sanguins a été
confirmée dans I’embryogenése humaine, ainsi que dans des situations pathologiques, telles que la
cicatrisation des plaies et la vascularisation des tumeurs (Wernert et al., 1992).

c-ets-1 apparait alors impliqué dans ces processus de vasculogenése et d’angiogenése.
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11.6.1.2. Les cellules mésenchymateuses

Pendant une longue période, I’expression de c-ets-/ dans les épithélia au cours de
I’embryogenese n’a pas pu étre détectée. Par contre, les transcrits c-ets-1 ont été détectés dans une
grande variété de tissus d’origine mésodermique (Vandenbunder et al., 1989). Lors de la formation
de la plume chez le poulet c-ets-1 est exprimé dans les cellules mésodermiques du derme lors de
leur condensation et de leur migration (Desbiens et al., 1991). L’expression de c-efs-1 a également
été décrite dans les cellules mésenchymateuses adjacentes a des structures épithéliales invasives au
cours d’interactions épithélio-mésenchymateuses notamment lors de la morphogenése du rein, de
I’intestin et des poumons (Quéva et al., 1993; Kola et al., 1993; Maroukalou et al., 1994). Pendant
la phase d’implantation de I’embryon de souris, les cellules mésenchymateuses de 1’utérus colonisé
" par les cellules trophoblastiques invasives expriment c-ets-I (Grévin et al., 1993). D’autres
membres de la famille Ets présentent aussi ce patron d’expression. Lors de la formation du rein
chez le Xénope, Meyer et al. (1995) ont découvert ’expression de fli-/non pas dans les cellules
qui migrent mais dans celles qui bordent leurs voies de migration. Les génes de la famille PEA-3
(pea3, erm, er8l) sont aussi exprimés dans le mésenchyme des organes ol ont lieu des
remodelages tissulaires dépendant d’interactions épithélio-mésenchymateuses, tels que le rein, le
poumon et la glande salivaire (Chotteau-Leli¢vre et al., 1997).

[’analyse de I’expression de c-ets-/ dans les carcinomes invasifs humains a révélé la
présence de transcrits dans les fibroblastes du stroma tumoral. Cette expression est d’autant plus
forte que les fibroblastes sont proches des cellules néoplasiques (Wemert et al., 1994). Cette
situation est analogue a celles observées au cours des interactions epithélio-mésenchymateuses lors
du développement. Ces données soulignent I'importance des génes de la famille Ets dans le
remodelage du tissu mésenchymateux.

I1.6.1.3. Les cellules elles-mémes en migration

Des études récentes ont permis de détecter I’expression de génes de la famille Ets dans des
cellules elles-mémes en mouvement. Fafeur et al. (1997) ont montré, lors de I’embryogenése de
poulet, que c-ets-1 s’exprime dans les cellules somitiques en cours de dissociation, les cellules du
sclérotome qui essaiment et les cellules des crétes neurales pendant leur migration. Meyer et al.

(1995, 1997) et Rémy et al. (1996) indiquent que, dans 1’embryon de Xénope fli-1 et c-ets-2 sont
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préférentiellement exprimés dans des régions soumises a des réorganisations tissulaires, et plus
précisément dans des cellules en migration. De plus, 1’expression des génes de la famille PEA-3 est
associée a la capacité métastatique des cellules épithéliales mammaires tumorales chez la souris
(Trimble et al., 1993) et a la capacié invasive des cellules épithéliales mammaires cancéreuses
humaines (Baert et al., 1997). L’expression de E1AF, homologue humain de pea-3, est corrélée au
potentiel invasif des cellules de carcinome squameux apreés injection chez la souris nude (Shindo et
al., 1996).

Au regard de ces informations, un theme fédérateur semble se profiler. De fait, c-ets-1
s’exprime lors de la formation précoce des vaisseaux sanguins de 1’embryon, mais disparait dans
les vaisseaux agés. c-ets-1 serait donc associé a la dynamique de formation de ces vaisseaux
pendant que les cellules endothéliales se réorganisent les unes par rapport aux autres. Dans cette
optique, il est intéressant de noter que l’expression des genes ets dans le mésenchyme est
' concomitante aux réarrangements cellulaires au sein de ce tissu, lors des interactions épithélio-
mésenchymateuses. Si 1’hypothése de I’implication des protéines Ets dans le déplacement cellulaire
germait déja, cette idée fut confortée par les nombreux exemples qui associent I’expression des
geénes ets aux cellules en cours de migration (pour revue, Vandenbunder et al., 1995).

Mais, n’en restons pas a ces corrélations et cherchons plus avant comment les mécanismes
de mouvement cellulaire peuvent étre liés aux génes de la famille Ets. La migration des cellules
nécessite la conjonction de plusieurs mécanismes. Les cellules doivent d’une part, ouvrir une
bréche dans la matrice afin de s’y infiltrer. Elles ont d’autre part, besoin de se lier, au moins
temporairement, a leur substrat afin de se tracter. Le niveau d’interaction des cellules entre-elles
module également leur progression a travers leur environnement .

De fagon fort intéressante, parmi les nombreux genes cibles des protéines Ets, des génes de
protéases et de molécules intervenant dans 1’ancrage cellulaire ont ét€ décrits. Les données qui vont
suivre n’ont pas pour but d’étre exhaustives, elles vont seulement guider la réflexion qui a conduit

nos travaux de recherches.
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I1.6.2. Génes cibles des proteines Ets et migration

I1.6.2.1. Génes codant des protéases impliquées dans la dé ion des composants de la
MEC

Les patrons d’expression de protéases se superposant a celui de c-ets-/ dans des situations
de migration cellulaire constituent les premiers indices des liens unissant ces deux familles de
génes. L’expression de c-ets-1 est corrélée a I’expression de 1’uPA dans les cellules endothéliales
et les cellules mésenchymateuses du tissu utérin envahi par les cellules trophoblastiques, lors de la
placentation chez la souris (Grévin et al., 1993). De méme, Wernert et al. (1992, 1994) ont décrit
une superposition de 1’expression de c-ets-1 avec celles de 1’uPA, la collagénase 1 et/ou la
stromélysine 1. Des sites EBS ont été identifiés dans les promoteurs de génes de protéases et des
tests de transactivation ont montré que des protéines Ets peuvent activer I’expression de ces génes.
Il s’agit de la collagénase I (Gutman et Wasylyk, 1990), la stromélysine 1 (Wasylyk et al., 1991;
Buticce et Kurkinen, 1993), ainsi que 1’uPA (Rorth at al., 1990; Nerlov et al., 1992;Stacey et al.,
1995). La transactivation passe par I'intermédiaire d’une séquence ORE (Oncogene Responsive-
unit) formée par la juxtaposition des sites de liaison pour les protéines Ets et AP-1 (Jun-Fos) (Fig.
24).

Shindo et al. (1996) ont montré par transactivation in vitro, que PEA-3 est capable de
surexprimer les collagénases de type I et IV (MMP1 et MMP9). De méme, des expériences
d’expression transitoire ont montré que la transcription des MMPs 1, 3 et 9 est stimulée par E1AF,
homologue humain de PEA-3 (Higashino et al., 1995). De plus, E1AF, une fois transfecté dans
des cellules de cancer du sein non invasives MCF-7, stimule d’une part I’expression de la MMP 9
et d’autre part, la capacité invasive des cellules en test in vitro et in vivo aprés implantation des
cellules chez la souris nude (Kaya et al., 1996). Par contre, la transfection d’oligonucléotides
antisens de E1AF réduit I’invasion de cellules de carcinomes squameux en inhibant la synthése des
MMPs 1, 3 et 9 (Hida et al., 1997).

11.6.2.2. Génes impliqués dans 1’ancrage cellulaire

11.6.2.2.1. Geénes d’adhérence a la matrice

Les intégrines sont ces molécules transmembranaires qui permettent aux cellules d’interagir

avec leur substrat. Un grand nombre de génes codant des intégrines possede dans leur promoteur
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des sites EBS. C’est le cas par exemple de I’intégrine a 4 (Rosen et al., 1994) et de I’intégrine 2
(Bottinger et al., 1994). Block et Poncz (1995) ont montré que la glycoprotéine GP II b, qui
participe a la formation du complexe intégrine GP II b/III a, récepteur de plusieurs ligands
matriciels, posséde un promoteur contenant un site Ets. La mutation de ce site décroit sévérement
I’expression de ce géne. D’autre part, Yebra et al. (1996) ont pu mettre en évidence le role de
I’intégrine a VPS5, récepteur de la fibronectine lors de la migration cellulaire. De fagon intéressante,
deux sites Ets ont été décrits dans la région 5° flanquante du géne de ’'intégrine aV (Donahue et
al., 1994).

L’intégrine a2B1, un récepteur du collagéne et de la laminine, intervient aussi dans la
migration cellulaire. La chute d’expression de !’intégrine o2 dans les cellules épithéliales
mammaires accroit leur mobilité (Kelly et al., 1995b), alors qu’une réduction de I’expression de
cette intégrine est observée dans les cellules de cancer du sein (Jonjic et al., 1993). Or, le
promoteur du géne de l’intégrine a2 posséde un site PU.1 (Zutter et al., 1994).

Ces différents génes sont donc des cibles putatives des génes de la famille Ets.

11.6.2.2.2. Génes d’adhérence intercellulaire

Les remodelages tissulaires impliquent le déplacement des cellules les unes par rapport aux
autres. La perception par une cellule de la position de sa voisine est alors essentielle et se réalise
grice a des molécules établissant des contacts intercellulaires. De Launoit et al. (soumis) ont
montré que la transcription de I'I-CAM-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule-1) est activée par Erm
(appartenant au groupe PEA-3). Un site Ets a également ét€ décrit dans le promoteur de la VCAM
(Vascular Cell Adhesion Molecule; Cybulsky et al., 1993).

11.6.2.2.3. Geénes du cytosquelette

La migration met également en jeu des molécules du cytosquelette impliquées dans les
déformations cellulaires et la transduction du signal imposées par les déplacements. La vimentine,
molécule du cytosquelette, est exprimée dans les kératinocytes en migration lors de la cicatrisation,
dans les hépatocytes au cours de leur transition épithélio-mésenchymateuse, et dans les cellules
mésenchymateuses en migration dans I’embryon de souris (Buisson et al., 1996 ; Pagan et al.,
1996 ; Klinowska et al., 1994). Chen et al. (1996) ont montré que PEA-3 peut transactiver le géne

de la vimentine dans les cellules épithéliales mammaires cancéreuses et suggerent que ce geéne
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participe ainsi au potentiel métastatique de ces cellules. Gilles et al. (1997) ont mis en évidence que
la capacité invasive des cellules de cancer du sein en transition épithélio-mésenchymateuse est

corrélée avec I’augmentation de 1’expression de c-ets-/ et de la vimentine.
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OBJECTIFS DE RECHERCHE

Le controle des migrations cellulaires dans la glande mammaire no'us a paru étre un
mécanisme essentiel pouvant diriger le développement de cet organe soit vers la morphogénése
normale soit vers la cancérogenése. Nous venons de voir comment, a travers I’activation de
certains de ses génes cibles dont les génes de protéases et ceux de molécules d’ancrage cellulaire,
les facteurs de transcription pouvaient étre impliqués dans les processus de migration. Nous avons
précédemment indiqué les raisons qui nous ont conduit & jeter notre dévolu plus particuliérement
sur I'uPA, une sérine protéase. Notre premier objectif a donc été de définir les liens qui
s’établissent entre le couple c-efs-1/uPA et la remarquable morphogenése de branchement
caractérisant certaines phases du développement mammaire. Alors que des données générales
laissaient présager une implication de ce tandem dans le compartiment mésenchymateux, nous
avons pu montré une expression de c-ets-1 et de I'uPA non négligeable dans les tubules épithéliaux
eux-mémes et dans les cellules épithéliales mammaires cancéreuses invasives. C’est cet aspect
novateur que nous avons développé en deux temps. D’abord, une corrélation nette entre les
expressions de c-ets-1 et de 1’'uPA a été décrite, in vivo et in vitro, dans les cellules
épithéliales en situation de migration. Ensuite, une étude expérimentale nous a permis d’établir des
relations causales entre les expressions de c-ets-1 et de 1’uPA et les capacités
invasives des cellules épithéliales mammaires. Ces deux axes de recherche ont donné lieu
a deux articles qui constituent les deux premiéres parties des « Résultats ». Si nous avons pu
montrer que les effets inhibiteurs de migration, d’invasion, de tubulogenese et d’essaimage
obtenus par un mutant dominant négatif de c-et-1 passent par une inhibition de I’'uPA, d’autres
génes cibles de la famille Ets peuvent aussi étre affectés. Nous avons donc voulu savoir si
Pinactivation de ces facteurs de transcription avait des effets sur certaines
molécules d’ancrage cellulaire impliquées dans la mobilité des cellules. Cette étude est

rapportée dans la troisieme partie des « Résultats ».
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PREMIERE PARTIE :

L’expression de c-ets-1 et de ’'uPA est associée a la tubulogenese
des cellules épithéliales mammaires ou a la dispersion des cellules

cancéreuses

A. COURDENT-DELANNOY et al. 1996. International Journal of
Developmental Biology, 40, 1097-1108.

CONTEXTE

La glande mammaire est un modele biologique qui met en jeu des interactions entre
épithélium et mésenchyme nécessitant la mobilité des cellules de chaque compartiment. Le
controle génique des déplacements cellulaires est essentiel dans la formation et le
fonctionnement de cet organe ainsi que dans les dérives cancéreuses qu’il peut subir. Or, le
proto-oncogene c-est-1 impliqué, entre autre, dans les processus de migration cellulaire apparait
comme un bon candidat pour contribuer a la régulation de ces mécanismes. Son expression dans
la glande mammaire n’avait pas ét€ décrite jusqu’a I’initiation de nos travaux. Le but de notre
étude, menée in vivo et in vitro, était donc de déterminer le statut de c-ets-/ dans la glande
mammaire et de le corréler éventuellement a celui d’un de ses génes cible, I’'uPA, impliqué dans

la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC).
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RESUME

Bien que les interactions instructives qui stimulent la morphogenése épithéliale aient été
largement étudiées, il existe peu de données quant aux facteurs de transcription impliqués dans
ces processus. Pendant la morphogenése de la glande mammaire, nous décrivons 1’expression
de c-ets-1, facteur de transcription, et de I'uPA, un de ses genes cibles, dans les cellules
mésenchymateuses lors d’étapes précoces d’invasion épithéliale, et dans les cellules épithéliales
elles-mémes a des stades plus tardifs. Nos études transposées in vitro montrent que les ARNm
de c-ets-1 et de I'uPA peuvent étre induits dans les cellules épithéliales mammaires normales en
réponse a du milieu conditionné par des fibroblastes MRC-5. Par contre, les cellules épithéliales
mammaires cancéreuses invasives expriment constitutivement c-ets-/ et I'uPA, alors que les
cellules cancéreuses non invasives n’expriment pas ces deux génes. Lors de cultures
tridimensionnelles en gel de collagéne, une expression préférentielle de c-ets-/ et de 'uPA est
détectée dans les cellules épithéliales qui migrent & travers leur matrice, soit a I’extrémité des
canaux formés par les cellules normales, soit dans les cellules cancéreuses qui se dispersent. Le
milieu conditionné par des cellules épithéliales mammaires cancéreuses induit dans les
fibroblastes MRC-5 une forte expression des deux génes. En revanche, le milieu conditionné
par des cellules normales induit une expression plus faible. Ces résultats suggerent que les
interactions épithélium-mésenchyme stimulent 1’expression de c-ets-I et 'ulPA dans les deux
compartiments cellulaires au cours de la morphogenése de la glande mammaire. Ces expressions

sont a chaque fois corrélées 2 la capacité invasive des cellules épithéliales.
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Expression of ¢c-ETS-7 and uPA genes

or neoplastic scattering

ALBINE DELANNOY—COURDENT1, WILLIAM FAUQUETTE", XUE FEN DONG-LE BOURHIS?,
BENONI BOILLY", BERNARD VANDENBUNDER? and XAVIER DESBIENS™*

TCentre de Biologie Cellulaire, Unité Dynamique des Cellules Embryonnaires et Cancéreuses, Batiment SN 3, Université

des Sciences et Technologies de Lille I, Villeneuve d'Ascq and °CNRS URA 1160, Institut Pasteur, Lille, France

ABSTRACT Although the inductive interactions which trigger epithelial morphogenesis have been
extensively described, little is known about the transcription factors involved in these processes.
During mammary gland morphogenesis, we report the expression of the transcription factor c-ets-7
and one of its target genes uPA in mesenchymal cells during early stages of epithelial invasion, and
later in epithelial cells themselves. In vitro studies show that both c-ets-7 and uPA mRNAs can be
induced in cultured normal mammary epithelial cells in response to medium conditioned by MRC-5
fibroblasts. In contrast, invasive tumorigenic cell lines from the mammary epithelium express
constitutively c-ets-7 and uPA while non-invasive tumorigenic cells do not. In three dimensional co-
cultures in collagen gels, a preferential expression of these genes is detected in epithelial cells
migrating through the gel either at the tips of normal ducts or in cancerous cells which are scattering.
These genes are also expressed in the neighboring fibroblasts. In MRC-5 fibroblasts, conditioned
media from tumorigenic epithelial cells induce more efficiently c-ets-7 and uPA mRNA accumulation
than do conditioned medium from normal cells. These results suggest that epithelial-mesenchymal
interactions trigger c-ets-7 and uPA expression in both compartments during mammary gland
morphogenesis. The expression of the genes correlates with invasiveness of epithelial cells irrespective

is associated with mammary epithelial cell tubulogenesis

of their being normal or cancerous.

KEY WORDS: mammary gland, tubulogenesis, metastasis, c-ets-1, uPA, interactions

Introduction

Organs are complex structures composed of numerous types of
tissues. The precise arrangement of tissues in these organs results
from proximate interactions which direct changes in gene expres-
sion, cell shape and migration. Several transcription factors have
been shown to be involved in the control of gene expression during
these interactions.

Expression of the proto-oncogene c-ets-1 has been detected
when organogenesis takes place (reviewed in Vandenbunder et
al., 1995). This proto-oncogene is the cellular progenitor of the viral
oncogene v-etsoriginally identified in the avian leukemia retrovirus
E 26 (Leprince et al., 1983; Nunn et al., 1983). It encodes a
transcription factor (Bosselut et al., 1990; Gunther et al., 1990; Ho
et al., 1990; Wasylyk et al., 1990) which recognizes specific
nucleotide sequences with a GGAA/T core sequence. c-ets-1
transcripts have been detected as early as during gastrulation in
the mesodermal layer of the embryo. Throughout the embryonic

development, c-ets-1 was shown to be expressed in situations
involving cell movement. For example, c-efs-1 transcripts have
been detected in endothelial cells during the formation of new
blood vessels (Vandenbunder etal., 1989; Pardanaud and Dieterlen-
Liévre, 1993). c-ets-1 transcripts are also abundant in mesenchy-
mal cells adjacent to epithelial structures when inductive interac-
tions occur (Quéva et al., 1993) before the formation of cutaneous
structures in dermis, limb bud, or during branching morphogenesis
in kidney. In contrast, c-ets-1 transcripts are absent in epithelia of
the embryo whether they are derived from endoderm, mesoderm
or ectoderm. The expression pattern of c-ets-1 during pathological
or normal development shares the same features, with c-efs-1

Abbreviations used in this paper. UPA, urokinase type plasminogen activator;
tPA, tissue type plasminogen activator; PAI, plasminogen activator inhibitor;
TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase; MMP9, 92 kDa collagenase IV;
ECM, extracellular matrix; TNFo; transforming growth factor o; bFGF, basic
fibroblast growth factor (type 2); HGF/SF, hepatocyte growth factor /scatter
factor.

*Address for reprints: Centre de Biologie Cellulaire, Unité Dynamique des Cellules Embryonnaires et Cancéreuses, Batiment SN 3, Université des Sciences et
Technologies de Lille |, 59655 Villeneuve d'Ascq Cédex, France. FAX: 232434038. e-mail: desbiens@pop.univ-lille1.fr
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Fig. 1. c-ets-1, uPA and collagenase I (col |) expression during mouse mammary gland development. At 14 days of embryonic development, i.e.
E 14, (A-E) the mammary gland is constituted of an epithelial primary bud which invaginates into the subjacent mesenchyme. At birth, DO (F-J), the first
epithelialmammary ducts are formed. At the onset of puberty, D25 (K-0) the mammary gland shows growing and branching ducts with the first terminal
end buds at their extremities. In situ hybridization performed on mouse mammary gland sections at E14 indicates that the primary buds are not labeled
by either of the three probes (B,C,D). The c-ets-1 signal initially clearly detected in the mesenchyme (B) decreases in this tissue and appears in the
mammary epithelial ducts at birth (G). c-ets-1 expression is particularly intense in the terminal end buds at D25 (L, arrow). Both uPA and collagenase |
expressions are detected at puberty (M,N) and serial sections performed on adjacent mammary ducts show a major expression in the terminal part of
the ducts (arrows). E,J,O are enlarged Nomarski views of B,G,L respectively (I, lumen of the ducts). Bar, 35 um.

transcripts in the endothelium during tumor angiogenesis and in
stromal fibroblasts surrounding invasive tumor formation (Wernert
et al., 1992). Using in vitro transactivation assays, several genes
encoding proteinase precursors were shown to be Ets target

genes. This s true for genes encoding pro-stromelysin 1 (Wasylyk
et al., 1991), the precursor of stromelysin 1 which degrades
extracellular matrix (ECM) components (proteoglycans, laminin
and fibronectin), pro-collagenase | (Gutman and Wasylyk, 1990),



c-ETS-1 and uPA in migrating mammary epithelial cells
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Fig 2. c-ets-1 and uPA expression in hNMEC in two dimensional
cultures. Cells were starved for 24 h after 3 days of growth. They were
subsequently cultured either in starvation medium or in MRC-5 condi-
tioned medium and mRNAs expression was analyzed at different times of
incubation in these two culture media. In situ hybridization (A-L) was
performed either with c-ets-1 and uPA antisense or with sense probes
(B,D). In starvation condition, the c-ets-1 signal is faint and detected only
inafew cells (A, arrow). In the same way, whatever the observation time,
UPA is focally expressed in some cells (C). In MRC-5 conditioned medium,
cells expressing c-ets-1 and uPA mRNAs form a ring at the periphery of the
epithelial cell clusters (E-L). This pattern is particularly evident from 2 to 8
h for the two genes (E-K). At 24 h (H,L) the cells have migrated to the
periphery and the signals are widespread with a decreased intensity. Bar,
35 um. For the indicated times of culture, the cells were lysed, RNA
recovered and analyzed by Northern blot (M). c-ets-1 mRNA level is quite
undetectable in starved cells. In these conditions, uPA mRNA expression

exhibits a minimum level by 0 to 24 h. In MRC-5 conditioned medium the level of c-ets-1 expression increases as soon as 2 h and reaches its maximum
at 4 to 8 h while uPA mRNA levels also increase as early as 2 h after the beginning of stimulation and peak at 8 h. A GAPDH probe was used as control

for equal loading.

the precursor of collagenase | responsible for cleavage of the
collagen triple helix, and pro-urokinase type plasminogen activa-
tor, pro-uPA, (Rorth et al., 1990) the precursor of uPA which
converts plasminogen into plasmin after fixation to its receptor and
activation (Stephens et al., 1989). Plasmin is able not only to

degrade ECM components but also to activate pro-collagenase
and pro-stromelysin (He et al., 1989).

It is well established that proteinases are involved in cellular
movement processes of morphogenesis. During organogenesis,
proteinases would allow the correct development of embryonic
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hNMEC

Fig.3. c-ets-1and uPAexpressionsin hNIMIEC
inthree dimensional cultures. The cells were
either cultured alone or cocultured with MRC-
5fibroblasts inacollagen gel during 7 days. ISH
of serial sections through these gels showed
that cultured alone (A-C), (NMEC form a sheet
where c-ets-1 (C) and uPA (B) are poorly ex-
pressed. In coculture (D-1), a network of ducts
is constituted. (F-1) Views corresponding to 4
adjacent sections, showing different parts of
the same duct from its basis (F, arrowhead) to
the terminal end bud (I, arrow). The c-ets-1 (F-
1) and uPA (E) signals (arrows) are both located
in the extremities of the ducts penetrating the
gel. (A, D) Control sections hybridized with
uPA sense probe. Bar: A-C, 35 um; D-I, 70 um.

hNMEC /MRC-5

tissues by monitoring the amount of ECM compo-
nents. For example, stromelysin 1, by degrading
basement membrane, allows branching of epithe-
lial ducts during mammary gland morphogenesis
(Sympson et al., 1994). The urokinase-type plas-
minogen activator, uPA is expressed in the mater-
nal vessel walls during uterine neo-vascularization
(Grévin et al., 1993). On the other hand, cancer
cells in invasive carcinomas induce neighboring
stromal cells to express proteinases such as uPA
(Pyke et al., 1991), collagenase | (Polette et al.,
1993) as well as the 72 kDa collagenase IV (Ballin
etal.,1991) and stromelysin 3 (Basset et al., 1990).
Moreover, in both normal and cancerous rodent
mammary glands, Ossowski et al. (1979) showed
the association of plasminogen activator produc-
tion with tissue remodeling. It has been suggested
that the degradation of ECM components by one or
combinations of these proteinases facilitates either
epithelial or endothelial invasion through the sur-
rounding stroma.

In endothelial cells and in mesenchymal tis-
sues of the uterus colonized by aggressive tro-
phoblastic cells during implantation of the em-
bryo (Grévin et al., 1993) as well as in stromal
fibroblasts adjacent to invasive neoplastic cells
(Wernert et al., 1992, 1994), the expression of
c-ets-1 correlated with the accumulation of uPA
and/or collagenase and stromelysin transcripts.
In contrast, in embryonic tissues during mor-
phogenesis, in endothelial cells during angio-
genesis or in mesenchymal cells expressing c-
ets-1, neither uPA nor collagenase | transcripts
were detected. The fact that uPA transcripts
were not detected in the early stages of devel-
opment agree with the proposal of Carmeliet et
al. (1994) that uPA is not required for normal
embryonic development.

In the present studies, we focused our atten-
tion on the mammary gland whose organogen-
esis takes place in the embryo and resumes
during puberty. Previous results from Heuberger
et al. (1982) using tissue recombinations have
elegantly demonstrated the primordial role of
epithelial-mesenchymal interactions in this de-
velopment. In order to characterize the migra-
tion processes induced by these interactions,
we set up in vitro reconstitution models in which
normal or cancerous mammary epithelial cells
interact or not with fibroblasts. Our results show
for the first time, that epithelial mammary cells
are able to express both c-ets-1 and uPA. They
also demonstrate that the expression of these
genes is associated either with organized
tubulogenesis by normal epithelial cells or with
unregulated invasive processes by cancerous
cells. These expressions would lead to a modi-
fication of epithelial organization and allow mes-
enchymal ECM to be degraded.
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Fig 4. c-ets-1and uPA expressions in MDA-MB-231 in two dimen-
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sional cultures. Cells which expressed c-ets-1 or uPA are distributed
in the whole seeded region either in starvation or in MRC-5 condl-
tioned medium and atany times of analysis. However, c-ets-1 express-
ing cells (A,B,E,F) appear more numerous than uPA expressing cells
(C,D,G,H). ViewsE andG allow us to observe the distinct aspect of the
two signals. While the c-ets-1 signal is located in the whole cell, uPA
signal appears more focally localized just near the nucleus. Moreover,
the uPA signal decreases in 24 h. cultured cells (compare C and D).
Bars: AtoD,F,H, 35um, Eand G, 17.5um. Northern blots (l) point out
that the time courses of expression, for each of the two genes, are the

Results

c-ets-1and proteinases are expressed in vivo during morpho-
genesis of mouse mammary gland

Sections of mouse mammary glands at different stages of
development were hybridized with murine c-ets-1, uPA and colla-
genase | probes. At E14, the primary epithelial buds were not
labeled by the c-ets-1 probe whereas a signal was detected in the
surrounding mesenchyme (Fig. 1B). Collagenase | and uPA tran-
scripts were not detected, either in epithelial or in mesenchymal
cells (Fig. 1C,D). At DO, the c-ets-1 signal decreased in the
mesenchyme and clearly appeared in epithelial mammary ducts
(Fig. 1G). Again, proteinase RNAs were not detected (Fig. 1H,I). At
D25, the onset of puberty, (and D35, data not shown), epithelial
cells in the tips of growing ducts expressed c-ets-1as well as uPA
and collagenase | transcripts (Fig. 1L,M,N). The ISH signals were
higher in these extremities than in epithelial cells forming the more
proximal collecting tubules. For each probe, focal signals were
detected in the loose mesenchyme.

Thus, during mammary gland morphogenesis, c-ets-1 was
strongly expressed in the mesenchymal component at the
onset of primary epithelial bud formation. Later, c-ets-1 ex-
pression was detected in the epithelial component where it
correlated with proteinase expression, at the tips of the ducts.
The features of these expression patterns prompted us to
investigate whether diffusible signals released by either com-

same either in starvation or in MRC-5 conditioned medium.

partment could mediate the induction of c-ets-1 and uPA
expressions.

c-ets-1 and uPA expressions are inducible in normal mam-
mary epithelial cells (hnNMEC)

In afirst set of experiments, we tested the effects of conditioned
medium by MRC-5 fibroblasts on hNMEC in two dimensional
cultures. Northern blot analysis (Fig. 2M) revealed the presence of
low levels of c-ets-1 and uPA mRNAs in starvation conditions for
each time. As early as 2 hours after stimulation by MRC-5 condi-
tioned medium, c-ets-1 mRNAs levels increased and reached a
maximum from 4 to 8 h. In the same conditions, uPA mRNA levels
increased from 2 to 8 h. In two dimensional cultures, hNMEC grew
as clusters that dissociated upon incubation with MRC-5 condi-
tioned medium. Interestingly, ISH analysis revealed that c-ets-1
and uPA signals were localized at the periphery of the clusters
formed by hNMEC. Cultured in starvation conditions, very few
peripheral cells were weakly labeled by the c-ets-1 riboprobe for
each time of the experiment (Fig. 2A). In the same way, uPA was
focally expressed in a few peripheral cells (Fig. 2C). In MRC-5
conditioned medium, from 2 to 8 h after stimulation, both the
number of peripheral cells expressing c-ets-1and uPA transcripts,
and the signal intensity, increased (Fig. 2E to G, | to K). After 24 h
of treatment, c-ets-1 and uPA transcripts were detected in periph-
eral spread cells which had migrated. At this time, signals ap-
peared lower than those observed after 2 or 8 h (Fig. 2H,L).
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Fig. 5. c-ets-7 and uPA expressions in MDA-MB-231, HBL-100 and MCF-7 in three dimensional collagen gels. Culture conditions were the same
as these used for A(NMEC in three dimensional cultures. Cultured alone, MDA-MB-231 cells constitute parallel layers in the center of the seeded zone
and scatter in the periphery of this zone (A-C). When cocultured, they scattered all along the seeded region (D-F). In both cases, the most invasive cells
infiltrating the gel clearly express c-ets-1 (B,E) and uPA (C,F). In a fibroblast free gel, HBL-100 form a compact layer (G-1) where the genes are weakly
expressed(H,l). In coculture, the cells scattering and invading the gel all along the seeded zone (J-L) distinctly expressed c-ets-1(K) and uPA(L). Cultured
alone orin coculture, MCF-7 grew as adjacent cysts (arrowheads in M). c-ets-1 and uPA signals are never detected (M to O). Views A,D,G,J,M are control

sections hybridized by c-ets-1 sense probe. Bar, 70 um.

The fact that c-ets-1 and uPA were expressed at the periphery
of the epithelial cell clusters suggested a role in morphogenetic
processes. We next set up three dimensional cultures that more
closely mimic physiological situations.

A 10 ul drop containing 25000 hNMEC was laid between two
collagen gels in absence of fibroblasts. Seven days later the cells
formed a pluristratified compact sheet without lumen formation.
The antisense c-ets-1 or uPA probes detected a weak signal in
these cells (Fig. 3B,C) when compared to the sense probes (Fig.
3A). When cocultured with MRC-5, hNMEC began to produce
branching tubules after 3-4 days of culture. After 7 days, these
tubules formed a three dimensional network which infiltrated the
gel and extended from the initial center where cells were initially
laid down to the periphery. Sections of these gels clearly revealed
the presence of lumen within the tubules. It is worthy of note that

migrating cells located at the tips of invasive ducts showed particu-
larly intense c-ets-1 and uPA signals before lumen establishment
(Fig. 3Eto 1).

These experiments demonstrated that c-ets-1 and uPA gene
expression was associated with migration and morphogenetic
processes in normal mammary epithelial cells and could be in-
duced by cytokines released by neighboring fibroblasts.

Invasive cancerous epithelial cells express high levels of
c-ets-1 and uPA-transcripts in the absence of stimulation

In MDA-MB-231 cancerous cells, incubated either in starvation
medium or in MRC-5 conditioned medium, c-ets-1 transcripts
detected by Northern blot analysis (Fig. 41) were abundant for each
time, and mRNA levels were similar in both culture conditions. In
the same way, the time courses of uPA expression were similar in
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the two conditions. MDA-MB-231 cells did not aggregate and
rather grew as spindle-like cells. In starvation medium as well as in
MRC-5 conditioned medium, ISH showed that the c-ets-1and uPA
expressing cells were distributed throughout the culture atany time
of treatment. However, while most of the MDA-MB-231 cells
expressed c-ets-1 (Fig. 4A,B,E,F) only a few dispersed cells
expressed uPA (Fig. 4C,D,G,H). Similar results were obtained with
HBL-100 cells.

We subsequently investigated the behavior of these cells in our
three dimensional assay. After 3 days of culture in a fibroblast-free
gel, MDA-MB-231 began to invade the gel around the initial cell
deposit, in the three dimensions, producing a lot of tight cytoplas-
mic extensions. At the end of the experiment, an anarchic network
of spindle-shaped cells was obtained. Sections revealed that cells
were organized in parallel layers in the center of the seeded zone
but scattered atits periphery (Fig. 5A). Cells obviously invading the
surrounding gel expressed c-ets-1 and uPA more conspicuously
than did the cells in the central area (Fig. 5B,C). When MDA-MB-
231 were co-cultured with fibroblasts, the limits of the initial cell
deposit were rapidly overstepped. After 7 days, the area covered
by MDA-MB-231 cells in co-culture was twice as large as the area
covered in fibroblast-free cultures. Cells were scattered all along
the seeded zone but they were unable to form tubules. c-ets-1and
UPA signals were preferentially detected in invasive cells infiltrat-
ing the gel (Fig. 5E,F). When HBL-100 were cultured alone, these
cells migrated only close to the limits of the initial deposit. They
formed a compact layer with poor scattering and showed a weak
c-ets-1 signal (Fig. 5H). uPA labeling was more evident at the
extremity of the layer (Fig. 51). After one week of co-culture, HBL-
100 extensively colonized the gel with anarchic scattering similar
to that of MDA-MB-231. Invading HBL-100 conspicuously ex-
pressed c-ets-1and uPA (Fig. 5K,L).

Expression of c-ets-1 and uPA is not detected in non-invasive
cancerous epithelial cells

In two dimensional cultures, MCF-7 grew as little clones and
never showed c-ets-1 or uPA expression. ISH or Northern blot
failed to detect the transcripts whatever the culture conditions used
(Fig. 6A to E). These cells cultured with or without fibroblasts in
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Fig. 6. c-ets-1 and uPA expressions in MCF-7 in two dimensional
cultures. Under similar conditions of cell cultures and gene expression
analysis, ISH (A-D) fails to detect c-ets-1 and uPA expression irrespective
of the conditions used. Bar, 35 um. In the same way, c-ets-1 and uPA
transcripts are not detected by Northern blot analysis (E).

three dimensional cultures grew as individual cysts and never
formed tubular structures. In both conditions, MCF-7 never ex-
pressed c-ets-1 and uPA (Fig. 5N,0).

Normal mammary epithelial cells are less efficient than can-
cerous cells in inducing c-ets-1 and uPA expression in
fibroblasts

In order to evaluate whether diffusible signals released by
epithelial cells could induce c-ets-1 and uPA expression in
neighboring fibroblasts, we cultured MRC-5 fibroblasts in control
medium or in media conditioned by either hANMEC, MCF-7, MDA-
MB-231 or HBL-100. After treatment by hNMEC conditioned
medium, many fibroblasts were labeled by c-ets-1and uPA probes
(Fig. 7C,D). The labeling intensities were slightly higher than that
observed in control cultures (Fig. 7A,B). Most fibroblasts treated
with MCF-7 (Fig. 7E,F), MDA-MB-231 (Fig. 7G,H) or HBL-100
conditioned media contained a higher amount of transcripts for the
two genes than did the cells treated by control or hANMEC condi-
tioned medium. Underthe same conditions, normal breast fibroblasts
showed the same expression than MRC-5 fibroblasts (data not
shown).

Consistent with these results, in three dimensional cultures,
MRC-5 located close to the most invasive epithelial cells
strongly exhibited enhanced c-ets-7 and uPA expressions
(data not shown).

Discussion

c-ets-1 expression has been widely documented in mesenchy-
mal tissues during invasive processes and under epithelial-mesen-
chymal interactions. Here, we describe for the first time c-ets-1
expression pattern in invasive epithelial cells during normal in vivo
mammary gland development. Using in vitro reconstitution models
we show that c-ets-1 expression is associated either with mesen-
chymal-induced tubulogenesis by normal mammary epithelial cells
or with epithelial scattering by cancerous mammary cells. Further-
more, the expression pattern of uPA, a putative target gene for c-
Ets-1, parallels both c-ets-1 expression pattern and the morpho-
logical feature of epithelial cell in movement.



1104

A. Delannoy-Courdent et al.

Fig. 7. c-ets-1and uPA expression in MIRC-5 fibroblasts treated by epithelial mammary cells conditioned media. After growth and starvation, MRC-
5 were cultured in media conditioned by hNMEC, MCF-7or MDA-MB-231 (c.m.). ISH (A-H) shows that after 24 h of treatment by hNMEC ¢.m., MRC-
5 cells expressed c-ets-1(C) and uPA (D) more intensely than in control medium (A,B). Note that, for the two genes, the density of silver grains drastically
increases under cancerous epithelial cell c.m. The uPA signal intensity increases such as cell nuclei are quite invisible (E to H). Bar, 17.5 um.

Expression of c-ets-1 and uPA in invaded mesenchymal
tissue

During mammary gland morphogenesis, we show that c-ets-1is
clearly expressed at E14 in the mammary mesenchyme close to
the invaginating epithelial primary bud. Later, at birth and at
puberty, the loose mesenchyme in the vicinity of epithelial ducts
displays focal expression of c-ets-1. Similar features of the expres-
sion patterns have been observed in situations where epithelial
layers invade various mesenchymal compartments such as the
uterine wall during mouse implantation or the stromal part of
invasive carcinomas (reviewed in Vandenbunder et al., 1995). At
puberty, mesenchymal cells located near the mammary ducts also
expressed UPA and collagenase. The late expression of these
proteinases suggests either that they are not required for embry-
onic tissue remodeling, or that our probes are not suitable to detect
avery low level of expression as previously reported for stromelysin
3 expression (Lefebvre et al., 1995). Indeed, using the same
mouse uPA probe, Grévin et al. (1993) never observed uPA
expression in the embryo proper at least until day 10.5 of develop-
ment while, as previously demonstrated by Sappino et al. (1989),
trophoblastic cells strongly expressed this gene as early as day
6.5. In the same way, Mattot et al. (1995) using the same colla-
genase | probe, detected collagenase | mRNAs solely in
chondrocytes inthe E17 mouse fetus. Consistent with our data, the
finding that tPA (tissue type plasminogen activator) and uPA
double-deficient mice appear normal at birth suggests that neither
tPA nor uPA is required for normal embryonic development
(Carmeliet et al., 1994). As previously shown in adult tissues
(Grévin et al., 1993; Wernert et al., 1994), c-ets-1, uPA and
collagenase expressions are detected in mesenchyme facing
invasive epithelial tissue. Taken together, these in vivo observa-
tions suggest that epithelial cells send signals to mesenchymal
cells which react by expressing these genes. According to in vitro
transactivation assays (Gutman and Wasylyk, 1990; Rorth et al.,
1990; Wasylyk et al., 1991; Stacey et al., 1995), it is tempting to

think that, during active growing phases of mammary gland devel-
opment, c-ets-1 expression takes part in events that trigger uPA
and collagenase | expression in the invaded mesenchyme. Thus,
the mesenchyme, under the stimulation of epithelial cells, would be
able to control ECM degradation and to become permissive to
epithelial invasion.

Our in vitro cultures were designed to compare the stromal
reaction triggered either by normal epithelial mammary cells or by
cancerous epithelial cells. It clearly appears that normal mammary
epithelial cells, which migrate as sprouting ducts, induce c-ets-1
and uPA expression in fibroblasts with a lower efficiency than
cancerous cells. These results provide support for the hypothesis
that instructive inductions monitored by epithelial cells via secreted
factors are specific of epithelial cell status; these factors, in turn,
induce c-ets-1 and the proteinase gene expression. In the same
way, human breast fibroblasts cultured with epithelial MDA-MB-
231 conditioned medium increase their production of collagenase
IV (Noél et al., 1994); stromelysin 3 is specifically expressed by
fibroblasts in the vicinity of neoplasic cells of mammary carcinomas
(Basset et al., 1990). TNFa and bFGF, both potent stimulators of
UPA expression which trigger c-ets-1 expression in fibroblasts,
appear as good candidates for epithelial signaling (Wernert et al.,
1994; Gilles et al., 1996).

Expression of c-ets-1 and uPA in invasive epithelial cells

In addition, our work shows that c-ets-1 can be expressed in
migrating epithelial cells themselves. Indeed, during mammary
gland morphogenesis, at day 0 c-ets-1 expression appears in the
epithelial cells of primary ducts. This observation is the first
evidence of c-ets-1 expression in an epithelium during develop-
ment. During morphogenetic processes, epithelial cells disrupt
their specific organization to allow local repositioning (Gumbiner,
1992). Therefore, we suggest that c-ets-1 plays a role in cell
rearrangement inside an epithelial sheet at this stage. Later, at
puberty, when the growth of the gland is reactivated, epithelial cells
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display a conspicuous signal for c-ets-1, uPA and collagenase |. It
is worthy of note that the three signals are particularly intense in the
growing ends of the ducts where cells are probably most invasive.
At this stage epithelial cells have to force their way through the
surrounding mesenchyme. uPA, collagenase | and c-ets-1expres-
sions superimpose in the epithelial cells at the invasive extremity
of the ducts during mammary development. These proteinases,
known to be expressed in many migrating cell types, are here
involved in the normal invasive epithelium. In the same way, c-ets-
1, uPA and collagenase were recently detected in lung carcinoma
cells and were suspected to be involved in tumor invasion (Bolon
etal., 1995).

Northern blot analysis indicates that c-ets-7 and uPA expres-
sion can be induced in hNMEC in response to MRC-5 conditioned
medium. Moreover, for the first time, our in vitroexperiments on two
dimensional or three dimensional cultures reveal that c-ets-7 and
UPA transcripts are expressed in migrating hNMEC stimulated by
soluble factors released by MRC-5 fibroblasts. On the contrary,
HBL-100 and MDA-MB-231 cells expressed high levels of c-ets-1
and uPA either constitutively or under MRC-5 stimulation. These
data suggest that hNMEC are dependent upon migrating signals to
significantly express these genes whereas HBL-100 and MDA-
MB-231 cells, which exhibit a natural invasive power, do not need
such signals to express c-ets-1and uPA. The correlation between
these gene expressions and the migration process is furthermore
reinforced by MCF-7 behavior. These cells grow tightly aggregated
as clones or cysts, share abundant surface E cadherin (Révillion et
al., 1993) known to act as an invasion suppressor molecule
(Vleminckx et al., 1991), and never express c-ets-1and its putative
target proteinase gene. These cells, when transfected with a
member of the Ets family, E1AF, strongly express the
metalloproteinase MMP9 and furthermore scatter both in vitro and
in vivo (Kaya et al., 1996).

Under the influence of both MRC-5 conditioned medium and
three dimensional matrix, hNMEC cells form tubular structures
whereas MDA-MB-231 and HBL-100 scatter. Irrespective of their
own status, the most invasive cells express both c-ets-7 and uPA.
Recently, involvement of Ets factors, including c-Ets-1, was con-
firmed in the transactivation of the uPA promoter in vitro (Stacey et
al., 1995). However, our ISH experiments on two dimensional
cultures show that the c-ets-1 signal is rather homogeneously
distributed in cell populations while the uPA labeled cells appear
more focally in the population concerned with c-efs-1 expression.
The distribution of c-ets-7 and uPA signals during placentation
share the same features (Grévin etal., 1993). Thus, there may exist
a threshold of c-ets-1 expression from which uPA expression
would be triggered. Alternatively, we can also propose that the
activation of UPA expression needs additional Ets family proteins
or, one or several cofactor(s). Ets transcription factors cooperate
with factors as Jun/Fos (Wasylyk et al., 1990). Experiments are
currently in progress to go further in the demonstration of the
inductive role of c-ets-1in our model.

Remodeling the ECM

uPA plays a central role in ECM proteolysis as the starter of a
proteinase cascade: it leads to pro-collagenase activation in hu-
man mammary carcinoma cells (Paranjpe et al., 1980). It can also
activate stromelysin (Wolf et al., 1994). As a consequence, uPA
has been highly correlated with cell invasiveness and metastatic
power for example in melanoma cells (Mignatti et al., 1986) and in
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lung colonies (Hearing et al., 1988). It has been suggested that
epithelial cells can degrade the matrix using uPA linked to its
surface receptors (Pyke et al, 1991). These receptors are
overexpressed in breast cancer cells (Jankun et al., 1993) and this
overexpression has been correlated with the high invasiveness
capacity of the cells. Among cancerous epithelial cells, the most
invasive MDA-MB-231 clearly exhibit the uPA signals whereas the
non-invasive MCF-7 do not show these signals. These results
agree with the finding of Funahashi et al. (1994): proteinase
activities are proportional to the metastatic potentials of the cells in
culture. Of course, cellular invasion depends on the balance
between the levels of structural proteins and their proteinases,
between the activators and the inhibitors of these proteinases like
PAl 1, PAlI 2 and TIMPs. The breakdown of this balance leading to
high levels of plasminogen activator or metalloproteinases may be
responsible for the abnormal tumoral progression. In this view, we
recently performed uPA activity estimations in our three dimen-
sional cultures and the results showed an increased uPA activity in
epithelial cells under MRC-5 stimulation while PAI-1 levels were
not affected (Fauquette et al., in preparation).

In conclusion, the description of c-ets-1 expression in migrating
epithelial cells is a new finding. Furthermore, we show that in adult
tissues and in our in vitro systems the expression pattern of c-ets-
1 in invasive cells correlates with the expression pattern of uPA,
keeping in mind the fact that the expression and the activity of uPA
have been associated with the invasiveness capacity of epithelial
cells. The comparison between our results concerning the normal
mammary gland tubulogenesis in vivo and in vitro and the scatter-
ing of cancerous mammary epithelial cells suggests that the
transient and inducible expression of c-ets-1 and uPA during
normal development can be constitutively activated under patho-
logical conditions. We now aim at inhibiting c-ets- 1 expression with
the expectation to block the mechanism which leads to invasion
and metastasis. ’

Materials and Methods

In vivo model

Mammary glands of E14 mouse embryos as well as those of young mice
at birth (DO) or at puberty (D25 and D35) were collected and prepared for
hybridization: they were fixed at 4°C for 16 h in 4% paraformaldehyde in
PBS containing 5 mM MgCl,, washed in PBS, dehydrated, embedded in
paraffin and serially cut (7 um). Sections were transferred to 3 amino-
propyl-triethoxysilane (TESPA, Aldrich) coated slides and incubated at
37°C for three days. Slides were stored at 4°C until use.

In vitro model

Cell types and their maintenance in culture

All cell lines were routinely maintained in plastic flasks (Falcon 75 cm?)
fed with 15 ml of cell type specific medium containing serum (see below),
and incubated in a humid atmosphere of 5% CO, in air, at 37°C. Medium
was changed every three days.

Human Normal Mammary Epithelial Cells (RNMEC) were isolated from
mammary reduction (generous gift from Dr Pellerin) and cultured as
previously described by Berthon et al. (1992). hNMEC were maintained at
low Ca** concentration (20 uM) in DMEM/Ham F12 (Eurobio) with 100 ng/
ml cholera toxin (Sigma), 2 ng/ml EGF (Genzyme), 5x10%¢ M cortisol
(Sigma), 2 mM glutamine (Eurobio), 10 pug/mi insulin (Endopancrine,
Organon), 40 U/40 pg/ml penicillin-streptomycin (Eurobio), 4 pg/ml
gentamycin (Sigma), 0,25 ng/ml fungizone (Eurobio), 5% calcium free Fetal
Calf Serum (FCS, Eurobio). In these conditions, cells produced by mitosis
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stay in suspension, and can be recovered by centrifugation (15 min at 1200
rpm). For each experiment, cells were resuspended in the same medium
supplemented with ordinary FCS allowing cell attachment after seeding.

The other epithelial cells were obtained from the American Type Culture
Collection. HBL-100 cells were initially reported as non-tumorigenic in nude
mice but, recently some clones including the clones we used in these
studies, exhibited a transformed phenotype and an increased motility (data
not shown). MDA-MB-231 cancerous cells are tumorigenic in nude mice
and are hormone-independent for growth. In contrast, MCF 7 cancerous
cells are hormone-dependent. These cells were cultured in Epithelial cell
Medium (EM) consisting of MEM (Eurobio) supplemented with 10% Fetal
Calf Serum (FCS, Eurobio), 2 mM glutamine (Eurobio), 100 U/100 pg/ml
penicillin-streptomycin (Eurobio), 1% non essential amino acids (Eurobio)
and 5 pg/ml insulin (Endopancrine, Organon).

MRC-5 fibroblasts are derived from normal lung tissue of a 14 week-old
male fetus (Eurobio). Montesano et al. (1991a) showed that these cells
produce HGF/SF capable of inducing tubulogenesis in Madin Darby
Canine Kidney (MDCK) three dimensional cell cultures. MRC-5 were
maintained in Fibroblast Medium (FM) consisting of EM deprived of non-
essential amino acids and insulin.

Two-dimensional cultures

Epithelial cells and fibroblasts were collected either according to stand-
ard conditions with 0.25% trypsin-EDTA or by centrifugation of cell suspen-
sions for ANMEC. The cells were resuspended in appropriate medium,
numbered and seeded at the following densities: MDA-MB-231 were plated
at 10,000 cells/ml, HBL-100 at 15,000 cells/ml, MCF-7 and hNMEC at
30,000 cells/ml and fibroblasts at 60,000 cells/ml. These densities allowed
us to obtain subconfluent cultures after three days of growth. In order to
perform in situ hybridization, cells were seeded with 250 pl of medium in 8-
well tissue culture chambers of Lab Tech slides (Nunc) previously coated
with collagen to provide the cells with an artificial matrix. For Northern blot
analysis, epithelial cells were plated with 20 ml of medium in 150 mm
dishes. The cells were grown for three days before replacing complete
medium by starvation medium (EM or FM without serum but supplemented
with 2 ug/ml fibronectin and 30 ug/ml transferrin). After 24 h, cells were
submitted to the following conditions. Epithelial cells were cultured either in
starvation medium (reference culture) or in MRC-5 conditioned medium.
This conditioned medium was recovered from a subconfluent MRC-5
culture after 2 days of growth in serum-free medium. The fibroblasts were
either cultured in complete medium as control, or treated with 50%
complete medium and 50% conditioned media recovered from subconfluent
cultures of each epithelial cell line after 2 days of growth in serum free
medium.

After each culture assay, cells were fixed for ISHin 4% paraformaldehyde
in PBS containing 5 mM MgCl,, washed in PBS and dehydrated. Slides
were stored at 4°C until ISH. To perform Northern blot analysis, total RNAs
of epithelial cells were extracted in guanidium isothiocyanate according to
Chirgwin et al. (1979).

Three-dimensional cultures

Rat tail collagen gels were prepared according to Montesano et al.
(1991b). Briefly, 8 volumes of a 2 mg/ml collagen solution were melted at
4°C to one volume of 10xMEM and one volume of 22.2 g/l sodium
bicarbonate. We performed either cocultures with epithelial cells and MRC-
5 fibroblasts in a way that reproduces the in vivo situation of epithelial-
mesenchymal interactions, or control cultures of epithelial cells alone.

In the first case, 300 ul of collagen gel containing 500,000 MRC-5 cells/
ml were dispensed in 16 mm wells of 24-well plates (Nunc). Then, a 10 ul-
drop containing 25,000 epithelial cells was laid at the center of the collagen
gel surface. In the other case, the 10 pl-drop was put down onto a fibroblast
free collagen gel. The epithelial cells were allowed to attach to the substrate
during about one hour in the incubator. Then, a cell free collagen gel (300
ul) was applied to cover the cell deposit. 500 pl of complete medium were
added. The cultures were maintained during one week, and subsequently
the gels were prepared for hybridization.

Preparation of the probes

The antisense and sense **S RNA probes for ISH and the %P probes
for Northern blot analysis were transcribed from the following cDNA
fragments: the 1.6 Kb Sac I/Kpn | fragment of the mouse c-ets-1 cDNA
(Chen et al., 1990) cloned into the Bluescript KS (Stratagene); the 660 bp
Pst I/Hind Il fragment of the mouse uPA cDNA (Belin et al., 1985) cloned
into pSP64 and pSP65 (Promega); the 2.7 Kb Hind I1I/Not | fragment of the
mouse collagenase | cDNA (Henriet et al., 1992) cloned into the Bluescript
KS; the 825 bp fragment of the human c-ets-1 cDNA (Watson et al., 1988)
cloned into pSP64 and pSP65; the 600 bp Eco R1/Pst | fragment of the
human uPA cDNA (Wernert et al., 1994) cloned into the Bluescript KS.

In situ hybridization

ISH were performed as previously described (Quéva et al., 1992).
Briefly, after deparaffinization (for sections) and hydration, slides were
treated with 1 png/ml proteinase K (Boehringer, Mannheim) for 15 min at
37°C, post-fixed in 4% paraformaldehyde, washed in PBS, acetylated by
0.25% acetic anhydride in 0.1 M triethanolamine, washed in 2xSSC and
dehydrated by ethanol. Probe, in hybridization mixture, was applied to
slides and hybridization was performed at 60°C for 18 h. The slides were
subsequently washed several times and incubated with 20 ug/ml RNase A
(type Il A, Sigma) for 1h at 37°C. Final washes were performed for 15 min
at 60°C in 2xSSC and for 15 min at 60°C in 0.1xSSC. Sections and cells
were dehydrated in ethanol, dried and dipped in a nuclear track emulsion
(Kodak NTB2). The slides were exposed for 2.5 weeks at 4°C. After
development they were stained by the intercalating dye Hoechst 33258,
mounted in glycergel (Dako) and observed under a double illumination
using an Olympus BH2 photo-microscope with epifluorescence for Hoechst
staining and a dark-field condenser for silver grain detection.

Northern blot analysis

RNAs (15 ug) were separated on 1.2% agarose/formaldehyde gels and
transferred overnight onto nitrocellulose membranes (Hybond-C-extra,
Amersham). Membranes were baked at 80°C for2 h and hybridized at 42°C
with probes prepared by the Megaprime labeling system (Amersham).
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ECLAIRAGES RECENTS

Nous avons utilisé lors de nos reconstitutions in vitro du milieu conditionné par les
fibroblastes, inducteur de tubulogenése, de dispersion et d’essaimage. Ce milieu contient un
ensemble de facteurs dont la combinaison aboutit 2 une stimulation de la migration et de
I’invasion, phénomenes associés a l’augmentation d’expression de c-ets-I et de I'uPA.
Plusieurs travaux ont permis de préciser la cascade qui relie les signaux émis par des facteurs
motogénes et morphogénes a 1’expression de c-ets-1 et de 'uPA .

L’effet du FGF-2 sur I’induction de 'uPA a été analysé par Besser et al. (1995) dans
des fibroblastes NIH-3T3. Les résultats obtenus montrent que le site PEA-3/ AP-1 présent dans
le promoteur de I’uPA (PEA3 étant un site EBS particulier) est impliqué dans I’induction de ce
géne, et que sa transcription passe par une voie de transduction dépendant de Ras impliquant
Raf-1, Mek, Erk-2 et Jun D.

Des travaux récents indiquent que le récepteur a I’HGF/SF, c-Met, activé
constitutivemenf, stimule la transcription de 1’uPA via un signal de transduction impliquant le
systéme SOS/ Ras et les ERK kinases (Besser et al., 1997). Ces auteurs ont pu mettre en
évidence le role important de la liaison du récepteur 28 GRB2 dans I’induction de I’uPA de méme
que I'implication de la kinase PI 3. Ceci suggere que les interactions des différentes molécules
de tranduction du signal avec le récepteur sont essentielles pour I’induction optimale de I’'uPA.
Fafeur et al. (1997) ont pu mettre en évidence le role de Ets-1 comme molécule effectrice de la
voie de transduction de Ras induite par 'HGF/SF dans les cellules MDCK. En effet, 'HGF/
SF stimule I’expression de c-ets-1 et de 'uPA dont le promoteur peut étre régulé par ce facteur
a travers la cascade Ras et la protéine Ets-1.

Dans cet article nous avons donc détecté pour la premiere fois 1’expression de c-ets-/
dans les cellules épithéliales mammaires en cours de migration et avons montré que la
localisation de 1’expression de I’'uPA correspond a celle de c-ets-1. L’expression de ces deux
génes induite dans les cellules normales uniquement au cours de leur tubulogenese est
constitutivement activée dans les cellules cancéreuses lors de leur dispersion. Il apparait alors
que la régulation de 1’uPA constitue un élément de contrdle de la migration.
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Récemment, de multiples stratégies ont ét€ employées pour réduire migration et invasion
cellulaires en inhibant I’action de I’uPA. Le récepteur de I’uPA (uPA-R) constitue une cible de
ces stratégies. Des cellules de glioblastomes humains transfectées par une portion de I’ARNm
de 'uPA-R en orientation antisens présentent a leur surface un nombre de récepteurs réduit par
rapport aux cellules controles (Go et al., 1997). Ces auteurs montrent que, en culture
organotypique, I’invasion de portions de cerveau de rats par ces cellules est réduite. De plus,
ces cellules injectées dans des cerveaux de souris nude ne forment pas de tumeur contrairement
a leurs équivalentes sauvages.

Le « knockout » des génes impliqués dans le systéme uPA est également une voie de
recherche importante. Chez des souris uPA -/- les phénomeénes d’invasion tumorale locale ainsi
que la progression de mélanomes malins sont réduits (Shapiro et al., 1996). Chez des souris
plasminogéne -/- la migration des kératinocytes lors de la cicatrisation est réduite en raison d’une

accumulation de fibrine qui n’a pas pu étre dégradée (Romer et al., 1996 ; Bugge et al., 1996).

Nos travaux ultérieurs ont visé quant a eux la régulation transcriptionnelle de I’uPA.
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DEUXIEME PARTIE :

L’expression constitutive d’'un dominant négatif de Ets-1 dans les
cellules épithéliales mammaires réduit la tubulogenése et la

dispersion en empéchant I’expression et I’activité de I’'uPA

A. COURDENT-DELANNOY et al. Soumis a Journal of Cell Science

CONTEXTE

Nous avons pu mettre en évidence dans ’article précédent la co-expression de c-ets-1 et
de 'uPA dans des cellules induites a migrer lors de la tubulogenése normale, ou lors de
I’essaimage cancéreux. Mais, des corrélations spatio-temporelles ne suffisent pas a prouver que
le facteur de transcription transactive effectivement le géne de I'uPA en liaison directe avec ce
phénomeéne physique précis que constitue la migration cellulaire. De plus, ’activité supposée de
I’uPA, protéase initiant une cascade protéolytique, n’a pas été détectée dans ce travail, et, par
conséquent, n’a pas pu attester de 1’implication de cette protéase dans le processus migratoire.

Il s’agissait alors de démontrer 2 la fois le lien effectif entre c-efs-1 et ’uPA, et le role de
ces génes dans les deux types de processus invasifs, normaux et cancéreux. Nous avons a cette
fin, tenté d’empécher I’action du facteur de transcription grace & un mutant dominant négatif de
c-ets-1 appelé Ets1-DB. Des études précédentes ont montré que des mutants dominant négatifs
de PU.1, Ets-1 et Ets-2 peuvent entrainer la réversion du phénotype de fibroblastes transformés
par Ras (Wasylyk et al., 1994). Nous avons évalué les effets du Ets1-DB sur 1’expression et
lactivité de I’uPA ainsi que sur la migration, I’invasion, la morphogenése et I’essaimage.
Parallélement, nous avons comparé les effets de ce dominant négatif se situant en amont du géne

cible aux effets provoqués par un inhibiteur protéasique agissant en aval de la cascade.
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RESUME

Les cellules épithéliales mammaires normales ou cancéreuses pendant les phases
d’invasion co-expriment le facteur de transcription c-ets-1 et I’'uPA, une sérine protéase. Nous
avons utilisé un mutant dominant négatif de c-ets-I dans le but de démontrer une relation causale
entre la capacité invasive et ]’activation de facteurs de transcription Ets via 1’activation de I'uPA.
Dans cette optique, des cellules épithéliales mammaires murines issues de tissus normaux
(NMuMG) ou cancéreux (MMT) ont été infectées par un construit viral comportant la séquence
de liaison & I’ADN du géne c-ets-/ (Ets1-DB ). Le virus produit ainsi un dominant négatif
capable de se lier aux promoteurs des génes dotés de sites EBS (Ets Binding Site). Ce dominant
négatif peut alors entrer en compétition avec les: protéines Ets. Nous avons observé dans les
NMuMG et les MMT exprimant la protéine Ets1-DB une inhibition de I’activation du promoteur
de 'uPA, une chute du niveau de protéine et une décroissance de 1’activité uPA. Nous nous
sommes alors intéressés aux effets biologiques de ce dominant négatif et avons montré une
réduction de la capacité de migration et de 1’aptitude a I’invasion des cellules exprimant la
protéine Ets1-DB. De plus, lors de tests de morphogenése, nous avons pu observer que les
NMuMG infectées ne sont plus capables de former des tubes et que la dispersion des MMT
infectées est réduite. De fagon a préciser I'implication de 1’'uPA dans ces effets, des tests de
morphogeneése ont aussi été réalisés avec des cellules de type sauvage en présence d’aprotinine,
inhibiteur de sérine protéase. Ces tests aboutissent également & I’inhibition de [’effet
morphogénétique. Des hybridations in situ ont révélé que I’inhibition de la morphogenese et de
la dispersion est concomitante de la baisse d’expression de ’uPA. L’inactivation des facteurs de
transcription Ets apparait donc importante dans le controle de la tubulogenése normale et la

limitation des processus d’invasion et de métastase.
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ABSTRACT

Cell migration and invasion play a crucial role during normal and pathological
development. Little is known of the transcription factors that control gene expression during
these processes. In the present study, we investigated the effect of a dominant negative mutant
of the Etsl transcription factor (Ets1-DB) on the functional properties of two mammary
epithelial cell lines, NMuMG and MMT cell lines, issued from normal and cancerous mouse
mammary tissues, respectively. We found that stable expression of the Ets1-DB mutant
inhibited the expression and activity of a potential target gene of Etsl, the urokinase type-
plasminogen activator (uPA), a key serine proteinase in the proteolytic cascade leading to the
degradation of the extra-cellular matrix. In two dimensional cultures, expression of the Ets1-DB
mutant resulted in a decrease of cell migration and invasion in both cell lines. In three
dimensional collagen gels, NMuMG cells underwent tubular morphogenesis, but not MMT
cells, which rather developed as scattered structures. The Ets1-DB mutant impaired the capacity
of NMuMG cells to form tubules and reduced the ability of MMT cells to invade the gels.
Similar inhibition of cell migration, invasion and morphogenesis were observed in non-infected
NMuMG and MMT cell lines treated with aprotinin, a serine proteinase inhibitor. These data
demonstrate that a dominant negative mutant of c-Ets1 can reduce uPA activity and cell motility,
leading to the impairment of normal tubular morphogenesis in NMuMG cells and of cancerous

scattering in MMT cells.



INTRODUCTION

Epithelial cells have the potential to develop motile and invasive properties in a transient
or more persistent manner. These cell properties play a crucial role during early development
and organogenesis or during pathological development and metastasis. Cell migration and
invasion involve modifications of the architecture of the cells, changes in cell adhesion and
remodeling of the extracellular matrix, which in turn can affect cell behaviour. These events
require the coordinate expression of several sets of genes (see Jiang et al., 1994). It is of major
importance to identify the molecular actors mediating the transcriptional regulation of these
genes.

The proto-oncogene c-ets1 is the cellular progenitor of the viral oncogene v-ets and the
founder of the Ets transcription factor family. These proteins share a highly conserved 83 amino
acids domain, the DNA binding domain, which fecognizes specific nucleotide sequences with a

GGAA/T core (see Wasylyk et al., 1993). Analysis of c-etsl expression in developing embryos

revealed a broad pattern of expression, which suggests that this gene may serve multiple

functions. Of particular interest, expression of c-etsl is mainly observed in situations involving
extensive cell migration and tissue remodeling. Expression of c-ets1 is detected at the very early

stage of gastrulation in migrating mesodermal cells (Quéva et al., 1993). At later stages, c-ets1

mRNAs are found in emigrating neural crest cells and in dissociating somites corresponding to
epithelial-mesenchymal transitions (Fafeur et al., 1997) and in endothelial cells during
angiogenesis, the formation of new blood vessels (Vandenbunder et al., 1989, Pardanaud and

Dieterlin-Liévre, 1993). During the mammary gland development, transcripts for c-ets1 are first

detected in the mesenchymal component at the onset of primary epithelial bud formation. Later,
c-ets1 transcripts are detected in the epithelial component at the invading extremities of epithelial

ducts (Delannoy-Courdent et al., 1996). Similarly, c-ets1 expression correlates with invasive

processes during tumorigenesis; c-etsl transcripts are detected in stromal cells surrounding
invasive tumor, as well as in endothelial cells of the new blood vessels neighbouring the tumour
(Wernert et al., 1992; Wemert et al., 1994). These data demonstrate that expression of c-etsl is
detected in various situations involving cell migration during normal or pathological

development.



Cell migration through the extra-cellular environment is facilitated by the proteolytic
degradation of extra-cellular matrix components. Plasminogen activators (PAs) play a key role
in this degradation process by their ability to induce a cascade of proteolytic events. Indeed,
PAs are serine proteases that convert plasminogen into plasmin, which in turn activate several
proteases capable to degrade extra-cellular matrix components (see Murphy et al., 1992). Both
urokinase-type and tissue-type PAs (tPA and uPA, respectively) have been identified; whereas
tPA is thought to be predominantly involved in vascular fibrinolysis, uPA is considered to
participate in the extra-cellular proteolysis accompanying tissue remodeling and cellular invasion
(see Schmitt et al., 1997). During mouse embryogenesis, uPA expression is detected in the
maternal decidua during implantation and placentation (Grevin et al., 1993), but is not detected
in the embryo proper until E15.5 at the onset of organogenesis (Grevin et al., 1993; Sappino et
al., 1991). In the normal mammary gland, the uPA gene is transcriptionally regulated both
during embryogenesis (Delannoy-Courdent et al., 1996) and during the succession of lactation
and involution stages occuring in female adult life (Busso et al., 1989; Ossowski et al., 1979).

It appears that overexpression of uPA or of uPA-receptor in mammary cancer cells correlates

with increased invasiveness in vitro or metastatic ability in rats (Holst-Hansen et al., 1996;

Xing and Rabbani, 1996).

Several evidences indicate that Ets transcription factors can regulate the transcription of
proteinase genes, including the uPA gene. Functional Ets binding sites have been identified in
the promoters or enhancers of various genes encoding extra-cellular proteinases, such as uPA
(Rorth et al., 1990), stromelysin 1 (Wasylyk et al., 1991), collagenase I (Gutman and
Wasylyk, 1990) and 92 KDa gelatinase B (Higashino et al., 1995). Ets1 can transactivate
promoters of these proteinases in various cell types, including in fibroblasts and in epithelial
cells (Fafeur et al., 1997; Stacey et al., 1995). In addition, co-expression of c-etsl and
proteinases, such as uPA, collagenase I and/or stromelysin 1, were detected during normal
(Grevin et al., 1993) or pathological (Bolon et al., 1995; Wernert et al., 1994) development.

We previously demonstrated that during mammary gland morphogenesis in vivo, a preferential

expression of c-etsl is detected in the epithelial component at the invading extremities of

epithelial ducts, and correlates with an increased expression of uPA (Delannoy-Courdent et al.,



1996). In addition, we demonstrated co-expression of c-etsl and uPA mRNAs in three

dimensional cultures of human mammary epithelial cells, during tubulogenesis of normal cells
and invasion of cancerous cells (Delannoy-Courdent et al., 1996).

To investigate the involvement of Etsl in regulating the functional properties of
mammary epithelial cells, in particular the ability of Ets1 transcription factor to regulate uPA
expression and activity, we characterized mammary epithelial cells expressing a trans-dominant
negative mutant of Ets1. To this purpose, NMuMG and MMT epithelial cell lines issued from
normal and tumoral mouse mammary tissues, respectively, were infected by a retrovirus
encoding the DNA binding domain of Etsl (Ets1-DB). In these cell lines, we examined
expression and activity of uPA and we compared their motile, invasive and morphogenetic
properties. In parallel, we investigated in non infected epithelial cells, the effect of aprotinin, a
serine protease inhibitor, in order to evaluate the contribution of the uPA proteolytic system to

the functional properties of these cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell types and culture conditions

The MMT epithelial cell line, established from mouse mammary tumour (ATCC), was
routinely cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) containing
antibiotics, 4.5 g/l glucose, 1% non essential amino acids and 10% fetal calf serum (FCS,
Eurobio). The NMuMG epithelial cell line, derived from normal mouse mammary glandular
tissue (ATCC), was cultured in the previous medium supplemented with 2 pg/ml insulin
(Endopancrin). Non-infected cells, i. e. wild-type cells, will be referred to as WT MMT cells
and WT NMuMG cells.

Experimental assays were performed using type I collagen solutions prepared from rat
tails as decribed by Montesano et al. (1991). For each test, cells were seeded at the appropriate
density, either on plastic dishes coated for three hours with 0.5 mg/ml collagen solution for two

dimensional cultures or in 1.5 mg/ml collagen gels for three dimensional cultures.



The fibroblast-conditioned medium was obtained by collecting the supernatant of sub-
confluent NIH-3T3 fibroblasts grown for two days in DMEM-serum free. It was then stored at
—~80 °C until use. Fibroblast-conditioned medium was used in two dimensional cultures to
stimulate cell migration and invasion, and in three dimensional cultures to induce tubulogenesis
or to enhance scattering of mammary epithelial cells, as previously demonstrated (Delannoy-
Courdent et al., 1996; Montesano et al., 1991).

Inhibition of plasminogen activator activity in non infected cells was performed using
aprotinin (200 pg/ ml, Sigma) a serine proteinase inhibitor. In similar experimental conditions,
it has been shown to inhibit plasminogen activator activity and basal membrane degradation in

the MDA-MB-231 cancerous epithelial mammary cell line (Stonelake et al., 1997) .

Viral constructions and production

Virus were constructed and produced as described by Mattot et al. (1997). A schematic
representation of the virus constructs is shown in figure 1. Briefly, the cDNA sequence
encoding for the mouse Ets]1 DNA-binding domain (Ets1-DB) and corresponding to amino
acids 306-423 was obtained by PCR amplification of mouse Ets1 cDNA (Chen, 1990). The
Ets1-DB sequence was cloned in front of an IRES and Neo sequence in order to translate both
the Ets1-DB and neomycin-inducing resistance proteins from a single viral mRNA. A second
plasmid carrying only the IRES and Neo sequences was constructed and used as control in the
entire study. These Ets1-DB-IRES-Neo and IRES-Neo sequences were inserted into the
genome of a MFG retroviral vector (Dranoff et al., 1993). For production of the virus, the
packaging GP+E86 cell line was transfected by lipofection with these MFG retroviral vectors
and the GP+E86-virus producing cell lines were then obtained following selection in the
presence of 0.8 mg/ml Geneticin (Gibco). After an overnight incubation of sub-confluent cells
with fresh medium, the supernatant containing viral particles were collected, filtered and used
for infection. Viral titration was performed by counting the number of geneticin-resistant clones
after infection and selection of NIH-3T3 cells. The titer was found to be higher than 106 cfu/ ml

in the supernatant of each virus-producing cell line.



Epithelial cell infection and characterisation

NMuMG and MMT cells (150,000 cells/ 100 mm dish) were incubated for 6 hours with
1 ml of virus-producing GP+ES86 cell supernatant containing 4 p1g/ml of polybrene (Aldrich).
Selection started two days after, by the addition into the culture medium of 0.8 mg/ml
Geneticin. After 10 days, cell colonies were pooled. The resulting infected cell lines were
maintained in their respective specific media, supplemented whith 0.8 mg/ml Geneticin. These
infected cells are referred to as Neo MMT, DB MMT, Neo NMuMG and DB NMuMG cells.

The expression of the Ets1-DB protein was assessed by immunoprecipitation. For
metabolic labelling, epithelial cells (150,000 cells/ 100 mm) were cultured for 24 hours in
DMEM-10% FCS. The medium was replaced by Modified Eagle’s Medium (MEM)-
methionine- and cysteine- free and cells were further incubated for two hours. Then incubation
was performed for three hours in MEM- methionine- and cysteine- free, containing 250 uCi / 3
ml of [35S]-methionine and -cysteine (Tran 35S-Label 1066 Ci/ mmol, ICN). At the end of the
experiments, cells were lysed and processed for immunoprecipitation as described by Gilles et
al. (1996). Briefly, cell extracts containing identical amounts of TCA-precipitable [35S]-labelled
material were incubated in the presence of an anti-Ets1-DB rabbit polyclonal antibody (Gilles et
al., 1996) and immuno-adsorbed onto protein-A-agarose beads. Proteins were then separated
onto 15% SDS-polyacrylamide gels and the gels were fixed, treated with Amplify (Amersham)
and exposed to Hyperfilm MP (Amersham).

Transient transfection with uPA reporter vector

Neo and DB NMuMG cells (22,000 cells/ well) and Neo and DB MMT cells (16,000
cells/ well) were seeded in 12-well dishes. The next day, the cells were transiently transfected
with a uPA reporter vector (uPA-Luc, pGL99, containing a functional Ets-binding site (Stacey
et al., 1995). This reporter contains a fragment of the mouse uPA promoter (-2446, -2356)
linked to the proximal uPA promoter (-114, +398) and driving the luciferase reporter gene. For
each well, 111g uPA reporter vector was mixed with 10 pg lipofectamine (Gibco) in OPTI MEM
(Gibco) (total volume 110 pl) and incubated for 30 minutes at room temperature. Meanwhile,

the cells were washed and incubated in 44511 OPTI MEM. The DNA/ lipofectamine mixture



was added to the wells for 6 hours and cells were then incubated overnight following addition
of 555 pl of OPTI MEM-20% FCS. The following day, medium was replaced by 2 ml of
fibroblast-conditioned medium for 24 hours. Cells were rinsed and lysed in reporter lysis buffer
(Promega). The lysates were centrifuged (14,000 rpm for 10 minutes) and pellets were used to
quantify DNA in each sample. Luciferase activities in the supernatant were measured in a
Berthold Lumat LB 9501 luminometer and values obtained were normalized to the DNA content
of the cell extract. Transfection efficiency was routinely of 5-10% for Neo and DB MMT cells
and 10-15% for Neo and DB NMuMG cells as monitored independently by assay of [B-

galactosidase activity, following transfection of a pSGS5-Lac Z plasmid.

Immunocytochemistry

WT, Neo and DB epithelial cells were seeded in 8-wells of collagen solutions-coated
slides (Lab Tech, Nunc) at a density of 31,000 NMuMG cells/ well and 10,000 MMT cells/
well. The next day, cells were treated by fibroblast-conditioned medium for 24 hours. Cells
were then fixed with methanol and stored at -20-oC until use. Cells were rehydrated 5 minutes
in phosphate buffer saline (PBS). Blockage and endogenous peroxydase saturation were
performed by incubation with 0.3% H202 and 1.5% goat serum in PBS. Cells were rinsed 5
minutes in PBS and then incubated with an anti-uPA rabbit polyclonal antibody (Chemicon)
diluted 1:100 (v/v) in PBS containing 0.5% Tween 20 (v/v) and 0.5% BSA (w/v). Slides were
incubated overnight at 40oC, rinsed in PBS and incubated at room temperature for 30 minutes in
goat anti-rabbit biotin-conjugated antibody (Sigma) diluted 1:20 (v/v) in PBS-0.5 % Tween 20-
0.5% BSA. Cells were rinsed in PBS and incubated at room temperature for 30 minutes in
extravidin peroxydase (Sigma) diluted 1:20 (v/v) in PBS-0.5% Tween-0.5% BSA. Cells were
rinsed in PBS and color development was done with DAB (Sigma) according to the
manufacturer’s indications. Cells were counterstained with hematoxylin and slides were

mounted in Xam (DBH Laboratory).



uPA activity assays

uPA activity was measured as described by Reinartz et al. (1993). Briefly, following
conversion of plasminogen into plasmin by the uPA contained in cell extracts, the quantification
of uPA activity was obtained by measuring the formation of a yellow precipitate resulting from
the specific cleavage of a synthetic substrate, D-Val-Leu-Lys-paranitroaniline dihydrochloride
(S-2251, Sigma) by the produced plasmin. Cells were seeded in 35 mm collagen-coated dishes,
at a density of 90,000 cells/ for WT, Neo and DB NMuMG cells, and 60,000 cells/ for WT,
Neo and DB MMT cells. The next day, the cells were treated by fibroblast-conditioned medium
for 24 hours. Cells were rinsed and 750 pl DMEM without phenol red was added, to avoid
interferences with the colorimetric reaction of the test. The following day, cells were lysed on
ice in 200 pl of extraction buffer (100 mM Tris/HCL, pH 7.6; 2mM EDTA; 0.4% Triton X-
100, v/v) and the cell extracts were centrifuged (14,000 rpm for 15 minutes). The pellets were
used for DNA quantification and supernatants stored at —2Q ° C until uPA activity measurement.
In each well of a 96-well plate, 50 pil of supernatant was added to 50 pl of substrate (0.45 mM,
Sigma) and 50 pl of plasminogen (60 pg/ml, Sigma), both diluted in 0.1 M phosphate
monosodic; 10 mM EDTA; 0.01% NaN3; 0.01% Triton X-100; pH 7.3. The plate was
incubated at 37°C during 5 hours to allow reaction. Absorbance at 405 nm was measured in a

microplate reader (MR 700, Dynatech).

Migration tests

WT, Neo and DB cells were seeded in collagen-coated dishes, at a density of 40,000
NMuMG cells/ 35 mm dish and 30,000 MMT cells/ 35 mm dish. After 24 hours of incubation
at 37-=C, 1.5 ml of fibroblast-conditioned medium and 0.75 ml of Leibovitz medium (L15;
Sigma) were added. When appropriate, 200 ug/ml of aprotinin, a serine proteinase inhibitor,
was added to WT cell cultures. Each dish was placed in a humidified chamber maintained at
37°C on the stage of an inverted Olympus microscope IMT-2 fitted with a Sony-CCD-IRIS
camera and a time lapse video recorder (HS-5300, Mitsubishi). A field containing 6 to 10 cells
was chosen and cell migration was recorded overnight. From the time lapse video tape, the

migration tract for each individual cell was determined by marking the center of the nucleus
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every 30 minutes, beginning within 2 hours after addition of the conditioned medium.

Migration speed was obtained by dividing the covered distance by the time of migration.

Invasion tests

These tests were performed using 12 mm Transwell chambers containing a 12 um pore
polycarbonate membrane (Costar). The lower and upper sides of the membrane were coated for
3 hours with 0.5 mg/ml of collagen solution. Cell suspension (100,000 cells/ 0.4 ml) of each
cell line (WT, Neo, DB NMuMG cells and MMT cells) was added to the upper chamber and
0.8 ml of NIH3T3-conditioned medium was added to the lower chamber. In addition, aprotinin
(200 pg/ml) was added or not to WT NMuMG and MMT cultures. The Transwell chambers
were incubated for 18 hours at 37°C. Cells which did not cross the membrane were scrapped
off the upper side of the membrane with a cotton swab. Cells which had migrated to the lower
side were fixed in methanol at —20°C and stained with the intercalating dye, Hoechst 33258.
We found by independent cell counting that after 24 hours of culture, in these experimental
conditions, the proliferation rate was equivalent for each cell line. The membrane was excised
from its support and mounted on glass slide with glycergel (Dako). Cells were counted using an

Olympus BH2 microscope.

Three dimensional cultures in type I collagen gel

Collagen gels were prepared according to Montesano et al. (1991). Briefly, 8 volumes
of a 2 mg/ml collagen solution were mixed at 4°C to one volume of 10 x MEM and one volume
of 22.2 g/l sodium bicarbonate. For the low density cultures, 300 pl of collagen gel were
dispended in 16 mm wells of a 24-well plate. After 30 minutes at 37°C, gelification was
obtained and a second layer was dispended containing 1200 ‘cells/ 300 pl collagen gel. After
gelification, 0.5 ml of appropriate standard medium (containing 10% FCS) was added. These
cultures were maintained for 5 days. The culture medium was then replaced by fibroblast-
conditioned medium-5% FCS (standard medium/ fibroblast-conditioned medium, v/v) and cells
were further cultured for 4 days. As indicated, some WT cultures were treated with aprotinin

(200 pg/ml) during these last 4 days.
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For the high density cultures, 300 pl of collagen gel were dispended in 16 mm wells of
a 24-well plate. Then, a 8 ul drop containing 24,000 cells was laid onto the center of the
collagen gel surface. Epithelial cells were allowed to attach to the substrate during
approximatively one hour at 37°C. Then, 300 pl of the collagen gel was gently applied to
cover the cells and the plate was incubated for 30 minutes at 37°C. As described, 300 pl of
either control medium-5% FCS (standard medium /serum free medium, v/v) or of conditioned
medium-5 % FCS (standard medium /fibroblast-conditioned medium, v/v) was added. Cultures
were further cultured for 5 days.

At the end of the experiments, both types of three dimensional cultures were stained
with neutral red (0.5%, w/v), fixed at 4°C for 16 hours in PBS containing 4%
paraformaldehyde, washed in PBS and dehydrated. Whole-mount pictures were taken using
either a Nikon SMZ-U binocular for high density cultures or an Olympus BH 2 microscope for
the low density cultures. Gels were embedded in paraffin and 7 pum-thick sections were serially
obtained. Serial sections were transferred to Superfrost/Plus slides (Kindler, Polylabo) and
allowed to attach at 37°C for 5 days. The slides were stored at 4°C until their processing for

histological analysis and/ or in situ hybridization, as described below.

Histological and In Situ Hybridization analysis of three dimensional cultures.
Slides were deparaffinized and rehydrated. For histological analysis, the slides were
stained by nuclear red for 10 minutes and picro-indigo carmin for 10 seconds, rinsed using tap
water, dehydrated and dipped in toluene. Slides were mounted with Xam (DBH Laboratory)
and observed using an Olympus BH 2 photo-microscope equipped with a Nomarski lens .
In sity hybridization on slides were performed as described by Quéva et al. (1992). The
antisense and sense 35S RNA probes were transcribed from the following cDNA fragments: the

1.6 Kb Sac I/Kpnl fragment of mouse c-ets1 cDNA (Chen, 1990) cloned into the Bluescript

KS (Stratagen); the 660 bp Pst I/Hind IIT fragment of mouse uPA cDNA (Belin et al., 1985)
cloned into pSP64 and pSP65 (Promega). Since this c-ets1 antisense probe can hybridize the

Ets1-DB sequence, this probe was not used to detect c-etsl expression in DB cells. After

development, cells were stained by Hoechst 33258, mounted in glycergel and observed under a
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double illumination using an Olympus BH2 photo-microscope with epifluorescence for Hoechst

staining and a dark-field condenser for silver grain detection.

RESULTS

Epithelial cell infection and expression of the Ets1-DB protein

Packaging GP+E86 cells were transfected with either the MFG DB or the MFG Neo
retroviral constructs in order to produce recombinant ecotropic retroviruses. The supernatant
containing viral particles of these cells were used to infect NMuMG and MMT epithelial cells
(Fig. 1 A). After selection in geneticin during 10 days, the colonies were pooled and the
expression of the Ets1-DB protein was determined by immunoprecipitation (Fig. 1 B). In DB
NMuMG and DB MMT cells, the anti-Ets1 antibody recognized a protein migrating at 13 kDa,
the expected size for the Ets1-DB protein.

The Ets1-DB mutant inhibit uPA expression and activity

Constitutive expression of the Ets1-DB protein by the infected epithelial cells, was
expected to cause inhibition of transactivation of the uPA promoter, in which functional Ets-
binding sites have been identified (Fafeur et al., 1997; Rorth et al., 1990; Stacey et al., 1995).
We examined this possibility following transient transfection of a uPA-Luc reporter vector in
the infected cell lines (Fig. 2, upper left panel). In the DB NMuMG cells, the activation of the
uPA-Luc reporter was reduced to 80% compared to the Neo NMuMG cells. A 45% inhibition
was found in the DB MMT cells compared to the Neo MMT cells.

We next examined whether expression of the uPA protein was modified in the DB cells
(Fig. 2, lower panel). The WT and Neo NMuMG cells grew mainly as cell clusters, with few
cells presenting a fusiform shape at the periphery of the cell clusters. The presence of uPA was
detected by immunocytochemistry in these NMuMG cells, in particular at the periphery of the
cell clusters. In contrast, the DB NMuMG cells formed less compact cell clusters, rather they
appeared to spread on the substrate. These DB NMuMG cells displayed a faint uPA signal.

MMT cell lines did not grow as cell clusters, rather they present a scattered homogeneous
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distribution onto the substrate. The uPA protein was detected in WT and Neo MMT cells, while
it was barely detectable in DB MMT cells.

In addition, uPA activity was measured in these NMuMG and MMT DB cell lines; the
expression of Ets1-DB mutant induced a 2-fold decrease in uPA activity compared to their

respective control cell lines (Fig. 2, upper right panel).

The Etsl-DB mutant reduce cell migration and invasion in two dimensional
cultures

The migration ability of the infected cell lines was estimated following measurement of
the migration speed of individual cells (Fig. 3 A). In parallel, experiments were conducted
using non infected cell lines treated by 200 pg/ ml of aprotinin, a serine proteinase inhibitor,
which can inhibit the activity of uPA (Stonelake et al.,"rl—997). The WT and Neo NMuMG cells
migrated with equivalent speeds of 29 and 33 pm/h respectively, whereas the DB NMuMG
cells migrated at 12 pm/h, which represents a 60 % inhibition compared to the NMuMG control
cells. Similarly, the WT NMuMG cells treated with aprotinin migrated at 14 pm/h which
corresponds to a 50 % inhibition. The WT and Neo MMT cells migrated with similar speeds of
36 and 33 pm/h, respectively. The DB MMT cells migrated at 15 pm/h and the WT MMT cells
treated by aprotinin migrated at 19 pm/h, corresponding to a 50 % and 40 % inhibition
compared to the MMT control cell lines, respectively.

The invasion ability of the epithelial cell lines was estimated by measuring their ability to
cross a collagen-coated membrane in Transwell chamber assays (Fig. 3 B). Invasion ability was
found similar for the WT and Neo NMuMG cells. It was reduced both in the WT NMuMG cells
treated by aprotinin and in the DB NMuMG cells, with approximately a 20% reduction
compared to the control cells. The WT and Neo MMT cells which derive from a mammary
tumor showed the same invasiveness rate, and were by two-fold more invasive than the WT
and Neo NMuMG cells, which derive from normal mammary gland. The invasion ability was
reduced by 80% both in the WT MMT cells treated with aprotinin and in the DB MMT cells,
compared to the MMT control cells.



14

The Etsl1-DB mutant impairs tubulogenesis and scattering in low density three
dimensional cultures

The WT cells treated by aprotinin, and the DB, Neo and WT cells were cultured at low
density in three dimensional collagen gels. The WT and Neo NMuMG cells underwent
branching and tubular morphogenesis, with tubules showing terminal end buds at their
extremities (Fig. 4 A, E, B, F, arrows) which resemble normal tubular morphogenesis occuring

in the mammary gland in vivo. Serial sections in the WT and Neo NMuMG cultures (Fig. 4 |

and J) confirmed the presence of extending tubules (Fig. 4 I, arrow head) presenting lumen
(Fig. 4 J, arrows). The WT NMuMG cells treated by aprotinin and the DB NMuMG cells form
more spiky and bushy masses than WT and Neo NMuMG cells (Fig. 4 C, G, D, H). Sections
reaveled heaps of cells from which cell alignments extended without luminal structures (Fig. 4
K, L), confirming the absence of tubular organis'ation.

The WT and Neo MMT cells generated bushy cell masses from which spindle-shaped
cells scattered to the periphery (Fig. S A, E, B, F). This scattering effect was evidenced in serial
sections by the presence of numerous isolated cells invading the gel, presenting a stellate
configuration (Fig. 5 I, J). The WT MMT cells treated by aprotinin and the DB MMT cells form
cell masses with cell alignments, forming cord-like structures (Fig. 5 C, G, D, H). Sections
showed no lumen in these cord-like structures, but only cell alignments (Fig. 5 K, L).

These data demonstrate that the expression of Ets1-DB mutant or treatment with
aprotinin induce similar morphotypical changes in three dimensional cultures, i. €. the inhibition

of tubular morphogenesis for NMuMG cells and a reduced scattering for MMT cells.

The Ets1-DB mutant impairs tubulogenesis and scattering in high density three
dimensional cultures

High density cultures in collagen gels were initiated by laying a drop containing 25,000
epithelial cells between two collagen gels. These culture conditions allows the rapid formation
of a cell mass that can organize or not into an empty vesicle according to the normal or
cancerous origin of the cells (Delannoy-Courdent et al., 1996). In the control medium, the WT

and Neo NMuMG cultures showed identical aspects: the cell mass extended laterally between
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the two gel layers, with short peaks delimitating the invasion front (Fig. 6 A, E). Sections of
these gels revealed that the seeded zone reorganized into an empty vesicle delimited by two
continuous cell layers (Fig. 6 C, G). In contrast, the addition of fibroblast-conditioned medium
resulted in the formation of tubules budding from these layers (Fig. 6 B, F, arrows). They
formed a three dimensional network infiltrating the gel and extending from the initial deposit to
the periphery. Sections revealed the presence of a lumen (Fig.6 D, arrow) or extending tubules
(Fig. 6 H, arrow). The DB NMuMG cells, both in the presence or absence of fibroblast-
conditioned medium, showed only short peaks at the invasion front and never develop into
tubules infiltrating the gels (Fig. 6 I, J). Sections of these cultures revealed only empty vesicles
(Fig. 6 K, L).

The WT and Neo MMT cells were able to migrate and invade the gel around the initial
cell deposit, as a three-dimensional network, producing a network of spindle-shaped cells and
showing an irregular and indented invasion front (Fig. 6 M, Q). These effects were observed
both in control and fibroblast-conditioned medium (Fig. 6 M, N, Q, R). Sections revealed that
in control medium, they did not organize as an empty vesicle delimited by two cell layers, as
observed with NMuMG cell lines (Fig. 6, compare O, S and C, G). Rather, they form a single
layer, with isolated cells scattering from the margin of this layer, corresponding to the initial
seeded zone (Fig. 6 O, S). Fibroblast-conditioned medium increased the dispersion of these
cells, which did not form tubules but got away from the periphery of the central area (Fig. 6 P,
T). In both culture conditions, the invasion front of the DB MMT cells was more regular than
the one of WT and Neo MMT cells (Fig. 6 U, V, arrow heads, and compare U, V and M, N,
Q, R). Sections showed that the cells grew as a compact layer, which did not scatter (Fig. 6 W,
X).

In agreement with the results obained with the low density cultures, in high density
cultures we found that the expression of the Ets1-DB mutant resulted in the impairment of the
tubulogenic property of the NMuMG cells and of the scattering and invasive properties of the

MMT cells.
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The inhibition of tubulogenesis and scattering elicited by the Etsl1-DB mutant
correlates with inhibition of uPA expression
Using sections of the high density cultures, we performed in situ hybridization analysis,

to investigate expression of c-etsl and uPA mRNAs. In the WT and Neo NMuMG cells

cultured in control medium, both c-etsl and uPA signals were detected (Fig.7 A, D, G, I). The
intensity of these signals were low compared to those detected in cells cultured in fibroblast-
conditioned medium (Fig. 7 B, C; E, F, H, I, K). As described above (Fig. 6), the addition of
fibroblast-conditioned medium resulted in the formation of tubules budding from the two cell
layers. Co-expression of c-ets1 and uPA was detected in these tubules extending from the two
cell layers (Fig. 7, B, C; E, F, H, I, K, arrows). In the DB NMuMG cells, in both control and
fibroblast-conditioned medium, no uPA signal was detected (Fig. 7 L, M).

Co-expression of c-ets1 and uPA mRNAs was also observed in WT and Neo MMT

cells (Fig. 8). Overall, the intensity of the signals were found to be higher in control MMT cells
than in control NMuMG cells (compare Fig. 7 and 8). In control medium, isolated cells which
infiltrated the surrounding gel expressed c-gtsi and uPA mRNAs (Fig. 8 A, C, E, G). The
intensity of the c-ets1 and uPA signals, in cell scattering from the periphery of the seeded zone
was higher in fibroblast-conditioned medium than in control medium (compare Fig. 8 B, D, F,
H and A, C, E, G). As described above (Fig. 6), the DB MMT cells grew as a compact layer,
both in the control and ﬁbroblastfconditioned medium. The uPA signal was low in these cells
(Fig. 8 L, J).

These data show a co-expression of c-etsl and uPA mRNAs occuring during

tubulogenesis of NMuMG cells and scattering of MMT cells. The expression of the Ets1-DB
mutant in these cell lines resulted in the impairment of uPA mRNA expression, which correlated

with a perturbation of their morphogenetic and/or invasive properties.

DISCUSSION

It has been postulated that the Ets1 transcription factor can play a role during cell motility

and invasion. This hypothesis comes from the demonstration that expression of c-etsl

correlates with invasive processes in normal and pathological development (Vandenbunder et
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al., 1995) and that Etsl is involved in the transcriptional regulation of several genes implicated
in tissue remodeling and cell migration, such as those encoding extra-cellular matrix degrading
proteinases (Fafeur et al., 1997; Gutman and Wasylyk, 1990; Rorth et al., 1990; Stacey et al.,
1995; Wasylyk et al., 1991). To address the question of its functional implication, we
expressed a dominant negative mutant of Ets1 in cellular situations in which we could measure
epithelial cell motility and invasion. The present study demonstrated that a mutant Ets1-DB
protein, by its ability to inhibit the uPA proteolytic system, can impair the migrating and
invasive properties of epithelial cells, leading to the impairment of the normal tubular
morphogenesis and of the cancerous invasive properties of mammary epithelial cells.

Using epithelial cells cultured in collagen gels, we demonstrated a co-expression of uPA
and ets] mRNAs, which was associated with their morphogenetic and/or invasive properties.
Following addition of fibroblast-conditioned medium, the NMuMG cells can undergo
branching and tubular morphogenesis. These morphogenetic effects were found to be

associated with co-expression of c-etsl and uPA mRNAs. The MMT cells which scatter and

invade the collagen gels both in basal and fibroblast-conditioned medium conditions, without

forming tubular morphogenesis, were found to co-express c-etsl and uPA mRNAs. These

results are in agreement with our previous findings using normal and cancerous human
mammary epithelial cells (Delannoy-Courdent et al., 1996).

By examining the functional consequence of the expression of the Ets1-DB mutant, we
found that expression and activity of uPA was reduced both in the NMuMG and MMT cell
lines. In two dimensional cultures, when we examined the whole cell population, inhibition of
uPA expression or activity did not exceed 50%. Although this inhibition might reflect a partial
ability of the Ets1-DB mutant to inhibit uPA expression, it is possible that the level of inhibition
was underestimated in these conditions. Indeed, a drastic decrease of uPA transcripts was
found in DB cells in three dimensional cultures. In these culture conditions, as mentioned
above, the cells can develop invasive and morphogenetic properties associated with high levels
of uPA expression.

Activation of the uPA proteolytic system has been associated with the migrating and

invasive properties of several cell types. For example, addition of an anti-uPA antibody was
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found to inhibit cell migration from arterial smooth muscle explants, whereas the addition of
plasminogen increased this cell migration (Kenagy et al., 1996). Migration of endocardial-
derived mesenchymal cells was also found to be inhibited following addition of uPA antisense
oligonucleotides (McGuire and Alexander, 1993). Simﬂarly, it was found that inhibition of uPA
by synthetic inhibitors can reduce degradation of matrix components of the basement membrane
by MDA-MB-231 breast cancer cells (Stonelake et al., 1997). In mouse models, injection of
uPA synthetic inhibitors or of anti-uPA antibodies were found to cause inhibition of local
invasion and metastasis (Alonso et al., 1996; Ossowski et al., 1991). The fact that the Ets1-DB
mutant was able to decrease uPA expression and activity in mammary epithelial cells, led us to
investigate their migrating and invasive properties.

The MMT and NMuMG cells expressing the Ets1-DB mutant, migrated with a lower
speed than the WT and Neo cells. A similar reduction of migration speed was also obtained by
treating non infected cells with aprotinin, a serine proteinase inhibitor. In addition, invasion
through the collagen I - coated membrane was reduced both in the DB cells and in the aprotinin-
treated WT cells. Taken together, these results demonstrated that the Ets1-DB protein can
decrease cell migration and invasion, most likely by its ability to inhibit uPA expression and
activity. These data are consistent with the work of Chen et al. (1997) showing that etsl

antisense oligonucleotides reduce the levels of uPA mRNAs and inhibit VEGF-induced

invasiveness of endothelial cells through Matrigel-coated membranes.

In three dimensional cultures in collagen gels, expression of the Ets1-DB mutant
impaired the ability of NMuMG to form tubular structures and of MMT cells to invade the gels
as scattered structures. Inhibition of proteolytic activity by aprotinin in non infected cells gave
similar results. These data together with the lack of expression of uPA in the same experimental
culture conditions, suggest that a downregulation of the uPA proteolytic activity by the Ets1-DB
protein leads to different morphogenetic properties according to the normal or tumoral origin of
the cells.

The possibility that other cellular properties can be affected by expression of the Ets1-
DB mutant cannot be excluded. In particular, we evidenced cellular effects which can be related

to a modification of the cell adhesion properties. In two dimensional cultures, the DB NMuMG
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cells appeared to spread more than the control NMuMG cells. In three dimensional cultures,
histological analysis demonstrated that the DB MMT cells had an impaired ability to form
scattered structures, rather in high density cultures they grow as a compact sheet, corresponding
to the initial deposit of cells. This suggest that molecules involved in cell-cell and cell-matrix
association are also modified in the infected NMuMG and MMT cells.

It is well known that adhesion molecules and cytoskeleton elements are involved in
normal and pathological remodeling (Adams and Watt, 1993; Gille and Swerlick, 1996).
Integrins are cell surface receptors that are involved in mediating interactions of the cells with
the extra-cellular matrix. Decreased expression of a2 integrin, a collagen and laminin receptor,
in mammary cells was found to be associated with increased cell motility (Keely et al., 1995).
The presence of Ets binding sites in the o2 integrin gene promoter, suggest that Ets
transcription factors can regulate expression of this gene (Donahue et al., 1994; Zutter et al.,
1994). Vimentin is a cytoskeleton molecule, which belongs to the intermediate filaments and
can interact with extra-cellular components via integrins (Biddle and Spandau, 1996). Invasive
mammary carcinoma cells were found to express vimentin, but not non invasive cell lines
(Gilles et al., 1997). In these cells, ¢c-etsl expression correlated with vimentin expression.
These data suggest that the Ets transcription factors can regulate cellular adhesive properties. In
addition, it is important to point out that the cell adhesion system can collaborate with the
urokinase proteolytic system. For example, V5 integrin, a vitronectin receptor can mediate
cell migration when the uPA/uPA-receptor activation system is induced (Yebra et al., 1996). It
is therefore possible that the inhibition of the uPA proteolytic activity by the Ets1-DB mutant is
related in a more complex manner with the cell adhesive properties. This hypothesis will require
a more detailed study of the cellular genes modified by the Ets1-DB mutant.

It is important to address the question of the specificity of the action of the Ets1-DB
mutant in competing with other Ets transcription factors. It is clear that in addition to Ets1, other
members of the Ets family can play a role in cell migration and invasion. For example, in
Xenopus embryos, transcripts of the fli and ets2 mRNAs are preferentially expressed in regions
undergoing important reorganization, in particular in migrating cells (Meyer et al., 1995; Remy

et al., 1996). During mouse development, three close members within the Ets family (PEA-3,
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ERM and ER-81) are expressed in situations where epithelial-mesenchymal interactions occur
(Chotteau-Lelievre et al., 1997). Similarly to our present results, .NMuMG cells express PEA-
3, ERM and ER-81 during tubular morphogenesis and MMT cells constitutively expressed
these genes in three dimensional collagen gels (Chotteau-Lelievre et al., unpublished
observations). In addition, these factors can upregulate several proteinases genes (Higashino et
al., 1995; Shindoh et al., 1996). The relative efficiency or specificity of these Ets transcription
factors in comparison with Etsl is difficult to establish at present. Nonetheless, these
observations indicate that several mémbers of the Ets family, distinct from c-Etsl, can be
involved in migration and invasion through their proteinase target genes. Therefore it is likely
that the Ets1-DB mutant does not compete only with Ets1 in migrating epithelial cells.

. In conclusion, we demonstrated decreased expression and activity of the uPA serine
proteinase, a potential target gene of Etsl, in mammary NMuMG and MMT epithelial cells
expressing a dominant negative mutant of the Ets1 transcription factor. These effects correlated
with reduced cell migration and invasion in two dimensional cultures and impairment of
tubulogenesis of NMuMG and scattering of MMT cells in three dimensional cultures. Similar
results were obtained when non infected epithelial cells were treated by aprotinin, a serine
protease inhibitor. We propose that these biological effects are linked to the inhibition of uPA
which probably leads to a lack of extra-cellular matrix degradation. This does not exclude the
possibility that adhesion and cytoskeleton molecules can be affected in these morphogenetic
changes. Thus, the Ets1-DB mutant demonstrate the involvement of Ets transcription factors in

the control of mammary epithelial cells migration, invasion and morphogenesis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Ets1-DB protein expression in infected epithelial cell lines

A. Schematic representation of the viral constructs. The 78 amino-acids Ets1-DB protein
contains the DNA binding domain of Ets1 and the presumed nuclear transport signal, while the
C-terminal inhibitory region of Ets1 was deleted. The cDNA encoding this mutant was cloned
in front of the IRES-Neo sequences and inserted into the genome of a MFG virus (MFG-DB).
The control virus was obtained from the same construction, lacking the Ets1-DB domain
(MFG-Neo). +, SD and SA are the packaging, splice donor, and acceptor sites, respectively.

B. Expression of the mutant Ets1-DB protein. Expression of the protein was analysed in
NMuMG and MMT cells by immunoprecipitation using wild type cells (WT), MFG-Neo (Neo)
and MFG-DB (DB) infected cells. The arrow indicates the presence of the Ets1-DB protein (~13

kDa). Molecular markers are indicated on the right.

Figure 2. Effects of the Ets1-DB mutant on uPA expression and activity

Upper panel left. Transcriptional activation of the uPA-Luc reporter vector: the Neo and
DB NMuMG and MMT cells were transiently transfected with the uPA-Luc reporter vector and
subsequently stimulated with fibroblast-conditioned medium for 24 hours. The relative
luciferase activity represents the percentage of the luciferase activity /g DNA in the DB cells
relative to the one of the Neo cells. Luciferase activity was 855 AU/ ug DNA for Neo NMuMG
and 150 AU/ pg DNA for Neo MMT. The mean of three values is shown with the
corresponding standard error bar.

Upper panel right. Measurement of uPA activity: Neo and DB cells were cultured on
type I collagen-coated wells in fibroblasts conditioned medium for 24 hours and uPA activity
was measured. The amount of DNA in the extracts, which is proportional to the number of
cells, was quantified for each sample. The uPA activity is expressed as AU(405 nm)/ g DNA.
The mean of three values is shown with the corresponding standard error bar.

Lower panel. Expression of uPA protein: Cells were cultured on type I collagen-coated

wells and stimulated by fibroblast-conditioned medium for 24 hours. The expression of uPA
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was revealed by immunochemistry using an anti-uPA antibody in WT (A), Neo (B), DB (C)
NMuMG cells and in WT (D), Neo (E), DB (F) MMT cells. Bar is 50 um.

Figure 3. Effects of the ETS1-DB mutant and aprotinin on cell motility and
invasion

A. The migration of the cells plated onto type I collagen-coated wells was recorded
using a time lapse video, within a period of 18 hours following addition of fibroblast-
conditioned medium, containing or not aprotinin. Grey bar: WT cells (WT), white bar: Neo
cells (Neo), black bar: DB cells, lined bar: WT cells treated with aprotinin (Aprot). Results are
the means +/- SD, of 12 individual migration speeds from two separate experiments.

B. The invasion ability of the cells were investigated by seeding the cells in the upper
chamber of a Transwell chamber containing a type I collagen-coated membrane, with the lower
chamber containing fibroblast-conditioned medium. Aprotinin was added or not into the culture
medium of the upper chamber. After 18 hours of culture, the cells present on the under side of
the membrane were fixed, colored with Hoechst 33258 and the number of cells across two
membrane diameters were counted. Grey bar: WT cells (WT), white bar: Neo cells (Neo), black
bar: DB cells, lined bar: WT cells treated with aprotinin (Aprot). Each value is the mean +/- SD

of duplicate samples.

Figure 4. Three dimensional cultures of NMuMG cells at low density

NMuMG cells suspended in collagen gels were cultured for 5 days, then the medium
was replaced by fibroblast-conditioned medium and the cells were cultured for an additional
period of 4 days. At the end of the experiments, cells were colored with neutral red. Pictures of
the whole-mounts were performed using two magnifications; for views A, B, C, D bar is 100
um, for views E, F, G, H bar is 50 pm. Serial sections (I, J, K, L, bar : 25 um) were colored
with nuclear red and picro-indigo carmin dnd observed using a Nomarski system.

A,E,I: WT cells (WT); B, F, J : Neo cells (Neo); C, G, K: DB cells (DB); WT cells
treated by aprotinin during the last 4 days: D, H, L (Ap).
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Figure 5. Three dimensional cultures of MMT cells at low density

The MMT cells were grown in collagen gels as described in figure 4. For views of the
whole-mounts A, B, C, D, bar is 100 um and for views E , F, G, H bar is 50 um. For views
of serial sections I, J, K, L bar is 25 pum.

A,E, 1: WT cells (WT); B, F, J: Neo cells (Neo); C, G, K: DB cells (DB); WT cells
treated by aprotinin during the last 4 days: D, H, L. (Ap).

Figure 6. Three dimensional cultures of NMuMG and MMT cells at high
density

These cultures were initiated by laying a drop containing 25,000 epithelial cells between
two collagen gels. After 5 days of culture, in the presence (conditioned medium) or absence
(control medium) of fibroblast-conditioned media, cells were stained with neutral red.
Experimental conditions for sections and pictures were as indicated in figure 4. For pictures of
the whole-mount, bar is 195 um. For each culture, transversal sections were performed
according to the arrow drawn on picture A. Sections (C, D, G, H, K, I, O, P, S, T, W, X)
were used for Nomarski views (bar is 25 um).

A,B,C, D : WT NMuMG cells (WT); E, F, G, H : Neo NMuMG cells (Neo). I, J, K,
L : DB NMuMG cells (DB); M, N, O, P: WT MMT cells (WT); Q, R, S, T : Neo MMT cells
(Neo); U, V,W, X : DB MMT cells.

Figure 7. In situ hybridization of high density NMuMG three dimensional
cultures

Probes were applied on the sections of the NMuMG high density collagen gels, grown
in control medium or conditioned medium, shown in figure 6. Photos were taken under a
double illumination with epifluorescence for Hoechst staining and a dark-field condenser for
silver grain detection. Bar is 50 um.

WT NMuMG cells (WT) were hybridized with c-ets1 (A-C) or uPA (D-F) antisense
probes; Neo NMuMG cells (Neo) were hybridized with c-ets1 (G-I) or uPA (J, K) antisense

probes. DB NMuMG cells (DB) were hybridized with uPA (L, M) antisense probe. B and C,
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E and F, and H and I are adjacent serial sections, respectively. Control sense c-ets1 and uPA

probes were applied on WT NMuMG cells grown in control medium and on WT NMuMG cells

grown in conditioned medium, respectively.

Figure 8. In situ hybridization of high density MMT three dimensional
cultures

Probes were applied on the sections of the MMT high density collagen gels, grown in
control medium or conditioned medium, shown in figure 6. Photos were taken as explained in
figure 7. Bar is 50 pm.

WT MMT cells (WT) were hybridized with c-etsl (A, B) or uPA (C, D) antisense
probes; Neo MMT cells (Neo) were hybridized with c-etsl (E, F) or uPA (G, H) antisense
probes. DB MMT cells (DB) were hybridized with uPA (I, J) antisense probe.
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ECLAIRAGES RECENTS

AT’issue de notre étude, il apparait que les facteurs de transcription de la famille Ets sont
impliqués dans les mécanismes de migration et d’invasion via I’activation de I’'uPA. Cette sérine
protéase, nous 1’avons signalé précédemment, a un rdle fondamental dans les phénoménes de
migration grice a la cascade protéolytique qu’elle déclenche. Aussi, le contrble de ses
inhibiteurs constitue un aspect important dans la régulation de la migration. In vivo, 1’équilibre
entre activateurs et inhibiteurs de protéases doit &tre respecté sous peine d’apparition de lésions
tumorales (Liotta et al., 1991). Un mécanisme de contrdle commun permet d’assurer, dans des
situations normales, une réponse rapide empéchant un deséquilibre d’un c6té ou de I’autre de la
balance. 1l se trouve que les facteurs de transcription de la famille Ets peuvent assurer a la fois,
la régulation de génes codant des protéases (dont nous avons abondament parlé) et celles de
leurs inhibiteurs.

Des sites Ets/ AP-1 ont été€ décrits dans le promoteur du TIMP-1 (Tissue Inhibitor of
Metallo-Proteinase-1), inhibiteur de métallo-protéases. La coopération entre les protéines Ets et
AP-1 a effectivement été mise en évidence dans I’activation de la transcription de ce géne (Logan et
al., 1996).

Zhang et al. (1997) ont montré que le promoteur de la maspine, un inhibiteur de sérines
protéases, contient des sites Ets et AP-1. Il est intéressant de noter que la maspine est fortement
exprimée dans les cellules épithéliales mammaires normales, trés peu exprimée dans les cellules
de tumeurs primaires et complétement absente dans les cellules cancéreuses métastatiques. De
plus, la transfection de I’ADNc de la maspine dans des cellules épithéliales mammaires
tumorales inhibe leur invasion en tests in vifro, et réduit leur potentiel métastatique apres
injection dans la souris nude (Sager et al., 1995; Sheng et al., 1996). Ces résultats indiquent
que la capacité d’inhiber les protéases dans les cellules tumorales, entraine une baisse de la
capacité invasive de ces cellules. Des expériences de délétions et de mutations des sites Ets et
AP-1 montrent que dans les cellules épithéliales mammaires normales, le site Ets suffit & activer

la transcription de la maspine, et que les facteurs Ets et AP-1 coopérent pour stimuler cette
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transactivation (Zhang et al., 1997). Dans les cellules cancéreuses, la perte d’expression de la
maspine est due a la perte de la transactivation par Ets et AP-1.

Ainsi, les facteurs Ets apparaissent comme les garants de 1’équilibre entre 1’activation et
I’inhibition de I’'uPA dans les cellules épithéliales mammaires. Bien siir, la dégradation ou le
maintien des molécules de la MEC qui découlent de cet équilibre ne sont pas les seuls facteurs
de la régulation des migrations cellulaires. Nous avons donc poursuivi notre étude en cherchant

les implications des facteurs Ets dans d’autres mécanismes associés aux processus migratoires.
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TROISIEME PARTIE :

Ancrage cellulaire, migration et facteurs de transcription Ets

INTRODUCTION

Nous avons pu montrer précédemment qu’un mutant transdominant négatif de Ets-1 est
capable de réduire la mobilit€ des cellules épithéliales mammaires, la tubulogenese et
I’essaimage. Ce modéle nous permet d’appréhender 1’implication des facteurs de transcription
de la famille Ets dans les phénomenes migratoires mis en jeu par les cellules épithéliales
mammaires.

Les cellules qui migrent dans leur environnement doivent a Ia fois franchir ’obstacle de
la MEC et se servir de ses constituants comme support pour avancer. De plus, les cellules au
cours de leur déplacement doivent moduler le degré de connexion qu’elles établissent entre elles.
Des molécules d’ancrage sont alors sollicitées, telles que les intégrines qui établissent le lien
entre MEC et squelette intra-cellulaire, et telles que les molécules d’adhérence inter-cellulaires.
Ces molécules sont capables d’interagir avec des molécules du cytosquelette qui, en modifiant
leur agencement peuvent moduler les déplacements cellulaires. Dans cette optique, il nous a paru
intéressant d’explorer I’implication de ces molécules d’ancrage dans les aptitudes de migration
des cellules épithéliales mammaires. Parallélement, nous avons voulu savoir si certains des
génes codant ces molécules pouvaient €tre des geénes cibles pour les facteurs de transcription de
la famille Ets.

L intégrine a2P1 (récepteur aux collagénes de types I et IV, laminine) joue un grand rdle
dans la tubulogenése mammaire (Klinowska et al., 1996), et la perte de son expression est
corrélée a l’acquisition de la capacité invasive et de la malignité des cellules épithéliales

mammaires cancéreuses (Hanby et al., 1993). De plus, un site PU.1, a éé décrit dans le

promoteur de I'intégrine o2 (Zutter et al., 1994).



L’E-cadhérine établit entre les cellules épithéliales normales des contacts étroits de fagon
a ce qu’elles puissent former des feuillets organisés. Sommers et al. (1991) ont montré que la
baisse d’expression de cette molécule est associée a I’augmentation du potentiel invasif des
cellules épithéliales mammaires. L'I-CAM intervient aussi dans le contact entre cellules
épithéliales et ’augmentation de son expression accompagne la régression des 1ésions tumorales
dans les carcinomes mammaires (Ozello et al., 1992). Un site de fixation fonctionnel pour le
membre Erm de la famille PEA-3, a récemment ét€ décrit dans le promoteur du géne de I'I-CAM
(de Launoit et al. soumis).

La vimentine, qui fait partie des filaments intermédiaires, est exprimée de fagon
constitutive a un haut niveau dans les cellules épithéliales mammaires invasives, MDA-MB-231
(Hendrix et al., 1997). Ces auteurs indiquent que 1’inhibition de synthése de la vimentine par un
nucléotide antisens réduit significativement l’invésion de ces cellules en test in vitro a travers des
filtres coatés au collagéne. Chen et al. (1996) ont montré que le géne PEA-3 participe a
I’activation de la vimentine dans les cellules tumorales mammaires invasives.

Si des sites de fixation pour les protéines de la famille Ets ont ét¢ décrits dans les
promoteurs de certains génes impliqués dans 1’ancrage cellulaire, ’activation de la transcription
de ces génes n’en n’est pas pour autant effective. Nous avons vu précédemment que la fixation
et ’activité transactivatrice d’une protéine Ets dépend d’un grand nombre de facteurs. La forme
de la protéine (due a 1’épissage alternatif), la phosphorylation de cette protéine, et sa coopération
avec des cofacteurs (dont le complexe Jun/ Fos maintes fois cité) sont autant d’éléments qui
peuvent moduler la transactivation du géne cible, voire méme la controler dans des sens
opposés. Le recrutement de 1’'une ou I’autre des protéines de la famille Ets en fonction de la
séquence spécifique du site de fixation dans le promoteur du gene cible, de I’interaction avec les
cofacteurs présents, et de la compétition avec d’autres facteurs de la famille Ets peut selon les
cas orienter positivement ou négativement la transactivation. Ce fonctionnement complexe est
illustré dans I’étude de Buttice et al. (1996) montrant que Erg peut induire la transactivation de la
collagénase I mais pas de la stromélysine 1, et que Erg inhibe la transcription de la stromélysine

1 par Ets-2.
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Nous nous sommes donc intéressés aux statuts de ’intégrine a2 p1, de I’E-cadhérine,
de I'I-CAM et de la vimentine dans les cellules épithéliales mammaires normales et cancéreuses,
exprimant ou non la protéine Ets1-DB. En effet, ce mutant dominant négatif qui inhibe la
migration, la capacité invasive, la tubulogenése et 1’essaimage, est susceptible d’induire des
modifications qualitatives ou quantitatives de ces « molécules d’ancrage » impliquées dans les

déplacements cellulaires.



MATERIELS ET METHODES

Types cellulaires et conditions de culture

La lignée cellulaire épithéliale MMT (Mouse Mammary Tumor) a été établie a partir de
tumeurs mammaires apparues spontanément dans des souris hybride C 57 BL x AfF1. Ces
cellules sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco)
contenant 2mM de glutamine (Eurobio), 100 UI de pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine, 4
ug/ml de gentamycine (Sigma), 4.5 g/l de glucose, 1% d’acides aminés non essentiels
(Eurobio), 10% de sérum de veau feetal (SVF, Eurobio).

La lignée cellulaire épithéliale NMuMG (Normal Murine Mammary Gland), est dérivée
de tissus mammaires glandulaires normaux de souris adulte NAMRU. Ces cellules sont
cultivées dans le milieu précédent additionné de 2 pg/ml d’insuline (Endopancrine). Ces deux
types cellulaires sauvages (Wild Type) ont été obtenus par I’ATCC, et sont nommées dans nos
expériences NMuMG WT et MMT WT.

Ces cellules ont été infectées par deux types de virus construits par le Dr Virginie Mattot
( Mattot et al., soumis; les détails de construction et d’infection sont mentionnés dans l’article
n%2 : Delannoy-Courdent et al., soumis). L’un des virus contient la séquence codant le domaine
« DNA-binding » de la protéine Ets-1 de souris (DB), clonée devant la séquence IRES-Néo
permettant la traduction continue de la séquence DB et de la protéine de résistance a la
néomycine. Les lignées infectées par ce virus sont nommées dans nos expériences NMuMG DB
et MMT DB. L’autre virus contient uniquement la séquence IRES-Néo. Les lignées infectées
par ce virus sont nommées NMuMG Néo et MMT Néo, et servent de contrdle au cours de nos
manipulations. Ces 4 derniers types cellulaires sont cultivés dans les milieux précédemment
décrits, additionnés de 800 pg/ml de généticine (Gibco).

[’ensemble des cellules épithéliales est entretenu dans des flacons de plastique de 75
cm2 (Falcon) dans 10ml de milieu adapté et incubé en atmosphére humide contenant 5% de
CO,, a37%C.. Les cellules sont collectées selon les conditions standards par 0,25% de Trypsine-
EDTA, mises en suspension dans du milieu approprié et comptées. Elles sont alors

ensemencées a densité voulue soit sur fond de boites coatées avec une solution de collagéne de
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type I 2 0,5 mg/ml pour les cultures bidimensionnelles, soit dans un gel de collagéne a 1,5
mg/ml pour les cultures tridimensionnelles.

Nous utilisons du milieu conditionné par des fibroblastes comme inducteur de dispersion
et de morphogenése (Montesano et al., 1991a et b). Ce milieu est obtenu en collectant le
surnageant de cultures de fibroblastes NIH-3T3 sub-confluents aprés 2 jours de culture dans du

milieu DMEM sans sérum.

Western blot

Les NMuMG WT, Neo et DB ont été ensemencées a raison de 800000 cellules par boite
de 100mm, les MMT WT, Néo et DB a raison de 600000 par boite. Aprés un jour de
croissance, les cellules sont traitées avec du milieu conditionné par des NIH-3T3. 24 heures
apres, les cellules sont rincées avec du PBS et lysées dans 250 ul de tampon approprié (0,3%
SDS ; 1% 2-B-mercaptoéthanol ; 0,5% Triton X-100) sur glace. Les échantillons sont alors
mis 2 bouillir pendant 10 minutes, puis stockés a —20°C jusqu’a utilisation. 15 pg de protéines
totales mélangés 2 6 ul de glycérol et 1 ul de bleu de bromophénol sont concentrés sur gel
d’acrylamide a 4,5%, séparés sur gel 2 10% et transférés sur membrane de nitrocellulose
(Transfer Membrane, Protran BA 85, Life Science). L.a membrane subit un blocage par 3% de
BSA et 5% de lait dans du TBST (10mM Tris ; 150mM NaCl ; 0,1% Tween 20) pendant 2
heures et elle est incubée avec |’anticorps primaire 2 4C durant la nuit. Les anticorps
monoclonaux anti E-cadhérine (Transduction Laboratories) et anti [-CAM (R&D Systems) sont
dilués au 1/ 500 dans le tampon de blocage. L.a membrane est lavée pendant 1 heure dans du
TBST, puis 'anticorps secondaire anti-immunoglobuline de souris biotinylé (Sigma) est
appliqué a température ambiante pendant 2 heures dilué au 1/ 1000 dans le TBST. La membrane
est lavée 1 heure dans le TBST, puis incubée avec I’ExtrAvidine-péroxydase (Sigma) diluée au
1/1000 pendant 2 heures. La membrane est alors rincée pendant la nuit dans le TBST a 4°C. Le
blot est révélé par les réactifs de chimioluminescence (ECL, Amersham, Life Science), selon les
indications du fabricant. Les signaux sont détectés par exposition de la membrane contre un film

Kodak X-OMAT.
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Immunocytochimie (ICC)

Les cellules ont été ensemencées dans les puits de lames Lab Tech & 8 puits (Nunc) a
raison de 31000 cellules/puits pour les NMuMG WT, Neo, DB et a raison de 10000
cellules/puits pour les MMT WT, Néo, DB. Aprés un jour de croissance, les cellules sont
traitées avec du milieu conditionné par des fibroblastes NIH-3T3. 24 heures apres, les cellules
sont fixées avec du méthanol et stockées a —209C jusqu’a utilisation.

Les cellules sont alors réhydratées 5 minutes dans du PBS. Le blocage et la saturation
des péroxydases endogeénes sont réalisés si nécessaire (révélation par le systéme DAB)
respectivement par I’incubation dans 1,5% de sérum de chévre dilués dans du PBS et par
’incubation dans 0,3% H, O, dilué dans du PBS pendant 20 minutes. Les cellules sont rincées
5 minutes dans du PBS. On applique alors 1’anticorps primaire dilué dans du PBS additionné de
0,5% de Tween 20 et de 0,5% de sérum alburrﬁne bovine (SAB). L’anticorps polyclonal anti-
intégrine a2 (Chemicon) est dilué au 1/100, les anticorps monoclonaux anti-intégrine {1
(Chemicon) et anti-E-cadhérine (Transduction Laboratories) au 1/100, 1’anticorps monoclonal
anti-vimentine (Sigma) au 1/200. Les lames sont incubées en atmosphére humide a 4°C, pendant
la nuit.

Les cellules sont alors rincées dans du PBS, puis incubées 30 minutes & température
ambiante avec I’anticorps secondaire dans le mélange PBS,Tween 20, SAB. On utilise
’anticorps anti-immunoglobuline de souris biotinylé dilué au 1/20 pour amplifier le signal de
I’anticorps anti-intégrine $1, et I’anticorps anti-immunoglobuline de lapin biotinylé dilué au 1/20
pour I’anticorps anti-intégrine a2. Dans ces deux cas, les cellules sont rincées 5 minutes dans
du PBS, puis incubées a température ambiante pendant 30 minutes avec 1’ExtrAvidine
péroxydase diluée au 1/ 20 dans un mélange PBS/0,5% de Tween 20. Aprés ringage le signal
est révélé par le procédé DAB (Sigma). Les cellules sont contre-colorées 30 secondes avec
I’hématoxyline de Harris, rincées a I’eau courrante puis a I’eau distillée et montées dans le Xam
(DBH Laboratory, Gurr). En ce qui concerne les anticorps anti E-cadhérine et I-CAM,
I’anticorps secondaire choisi, un anti immunoglobuline de souris couplé au FITC (Sigma), est
dilué au 1/ 100. Aprés un ringage de 5 minutes dans le PBS, les cellules sont contre-colorées 2

minutes soit dans I’iodure de propidium a 250 pug/ ml de PBS, ce qui fera apparaitre les noyaux
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oranges et la vimentine en vert sous illumination UV, soit au bleu Evans dilué au 1/ 10.000 dans
du PBS, ce qui fera apparaitre le cytoplasme en rouge et la E-cadhérine en jaune sous
I’illumination choisie. Aprés un dernier ringage, les lames sont montées dans le glycérol/ PBS
(v/v). L’ensemble des lames est observé sur microscope Olympus BH 2, en lumiére visible
pour visualiser le marquage des intégrines a2 et $1 révélé par la DAB, sous illumination UV

pour le signal FITC de I’E-cadhérine et de 1a vimentine.

Tests de morphogenese

Les cellules ont été cultivées a faible densité dans des gels de collagéne de type I, de
facon a comparer les aptitudes morphogénétiques des différentes lignées. Le collagéne de queue
de rat a été préparé selon la technique utilisée par Montesano et al.(1991a). Le gel de collagéne
est préparé en mélangeant 4 4°C, 8 volumes d’une solution de collagéne 2 2 mg/ ml 2 1 volume
de milieu essentiel minimum 10 fois concentré (MEM 10x) et 1 volume de bicarbonate de
sodium a 22,2 g/l. Les cellules épithéliales WT, Néo et DB sont alors resuspendues a raison de
4000 cellules/ ml de gel. 300 wl de cette suspension sont déposés dans le fond d’un puits d’une
plaque 24 puits (Costar). Aprés 15 minutes de gélification, 500 ul de milieu contenant 10% de
SVF sont ajoutés. La culture est ainsi entretenue pendant 5 jours. Les cellules sont alors traitées
avec du milieu conditionné par des fibroblastes NIH-3T3 pendant 4 jours. Des cultures de
cellules WT ont, pendant ces 4 derniers jours, ét€ traitées par 10 pg/ ml d’anticorps neutralisant
anti intégrine a2 B1 (Sigma).

A D’issue de la culture, les cellules sont colorées pendant 15 minutes avec du rouge
neutre dilué au 1/10000 dans le volume total et fixées a 4°C pendant 16 heures dans du
paraformaldéhyde dilué 38 4% dans du PBS. Les gels sont alors rincés en PBS et deshydratés.
Les photographies « in toto » sont prises sur microscope Olympus BH2.

Les gels sont alors inclus en paraffine puis coupés. Les coupes de 7 um d’épaisseur sont
transférées sur des lames Superfrost/Plus (Polylabo) et séchées a 37°C pendant 5 jours. Apres
déparaffinage et réhydratation les coupes sont colorées au rouge nucléaire pendant 10 minutes,
et au picro-indigo-carmin pendant 10 secondes. Aprés ringage a 1’eau du robinet, réhydratation

et passage dans des bains de toluéne, les lames sont montées au Xam (DBH Laboratory). Les
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photographies de ces coupes sont réalisées sur microscope Olympus BH2 équipé d’un systéme

Nomarski.

RESULTATS

I. LE MUTANT DOMINANT NEGATIF DE ETS-1 A-T-IL UN EFFET
SUR LA PRESENCE DES INTEGRINES o2 ET §1 ?

Nous avons procédé a des ICC et des Western blots a partir de cellules épithéliales
mammaires cultivées sur fond de boites coatées au collagene, traitées avec du milieu conditionné

par des fibroblastes NIH-3T3.

I.1. Détection de la présence de l’inﬁgrine a2 (Fig. 27).

Les NMuMG Néo montrent un marquage dans les cellules situées a la périphérie des
amas et les cellules isolées qui se sont détachées de ces amas. Pour les NMuMG DB, un trés
faible signal est détecté sur le bord des amas cellulaires.

Les MMT Néo qui poussent sans former d’amas cellulaires, présentent un marquage
dans la plupart des cellules. En ce qui concerne les MMT DB, un trés léger signal est détecté
dans quelques cellules.

1.2. Détection de la présence d’intégrine g1 (Fig. 27).

Un signal intégrine Bl est détecté dans les NMuMG Néo constituants de petits amas
cellulaires étoilés, indépendants des larges tapis cellulaires. Les NMuMG DB ne présentent
aucun signal. En ce qui concerne les MMT Néo, un marquage est observé dans la plupart des
cellules. Les MMT DB, montrent un signal extrémement faible dans quelques cellules

seulement.
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II. EFFET DU TRAITEMENT PAR UN ANTICORPS ANTI-INTEGRINE

o281 SUR LA MORPHOGENESE DES NMUMG ET DES MMT DE TYPE

SAUVAGE (Fig. 28).

Alors que les NMuMG sauvages et Néo non traitées sont capables, en culture
tridimensionnelle, de former de canaux épithéliaux (Fig. 28, A, B, C), sous l'influence de
’anticorps, les NMuMG ne peuvent constituer que des massifs hérissés sans formation de
bourgeons terminaux caractéristiques de la morphogenese normale (Fig. 28, D). Ces cellules
s’alignent sans former de tubes (Fig. 28, E). Ces aspects morphologiques sont également
observés pour les cultures de NMuMG DB (Fig. 28, F, G).

Les MMT, traitées par l’anticorps, ne présentent plus les essaimages périphériques de
cellules dispersées observés pour les MMT non traitées (Fig. 28, H, I), mais forment un
ensemble de cordons de cellules alignées (Fig. 28, J, K). Les cultures de MMT DB présentent

également ce type de cordons méme s’ils sont moins bien différenciés (Fig. 28, L, M).

III. LE MUTANT DOMINANT NEGATIF DE ETS-1 A-T-IL UN EFFET
SUR LA PRESENCE DES MOLECULES D’ADHERENCE INTER-
CELLULAIRES ?

Nous avons réalisé ces analyses par la technique de Western blot a partir de NMuMG
Néo ou DB (cultivées sur fond de boite coatées au collagéne et traitées ou non pendant 24
heures avec du milieu conditionné par des fibroblastes NIH-3T3). Les niveaux de synthése de
1’E-cadhérine et de I'I-CAM ont été analysés (Fig. 29). Nos résultats révélent des quantités de
protéines apparemment identiques dans chaque cas.

Nous avons alors réalisé des ICC de fagon a savoir si la répartition de ces protéines
dans les cellules est la méme dans les différentes situations. L’anticorps anti-I-CAM ne s’est pas
révélé adéquat pour une analyse par ICC ; par contre, I’anticorps anti-E-cadhérine a donné des

signaux trés nets (Fig. 30).



Dans les cultures de NMuMG Néo, la cadhérine est détectée sous la forme d’un liseré
fluorescent continu et uniforme donnant un aspect régulier aux contours des cellules qui sont
accolées les unes aux autres constituant un tapis cellulaire. A la périphérie de ces tapis, certaines
cellules commencent a se dissocier sous |’effet du milieu conditionné. Au niveau ou les cellules
se séparent les unes des autres, les marquages d’E-cadhérine s’étirent entre les cellules et
montrent un aspect diffus. Les cellules qui se sont isolées au cours de I’essaimage ne présentent
pas de signal.

Les NMuMG DB montrent un signal E-cadhérine qui n’est pas uniforme. On observe
des accumulations d’E-cadhérine sous forme de petites plaques entre les cellules voisines
indiquant la présence de contacts ponctuels. Ces petites plaques sont aussi détectées a la surface
de certaines cellules isolées sans contacts avec leurs voisines. Le marquage E-cadhérine apparait
sous la forme d’un dépdt intercellulaire discontinu, constitué d’enchevétrements irréguliers de
filaments, ce qui confére un aspect « flou » aux contours des cellules.

En ce qui concerne les MMT, le signal E-cadhérine n’a pas été détecté.

IV. LE MUTANT DOMINANT NEGATIF DE ETS A-T-IL UN EFFET
SUR LA PRESENCE DE VIMENTINE ?

Il a été suggéré précédemment que la répartition des molécules d’adhérence a la surface
cellulaire est corrélée a 1’organisation du squelette intracellulaire (Pignatelli et al., 1992 a et b).
L’expression de la vimentine, molécule du cytosquelette, est associée aux mouvements
cellulaires. C’est pourquoi, nous avons tenté de localiser par ICC d’éventuelles redistributions
de la vimentine selon les types cellulaires et les conditions de culture (Fig. 31).

Les NMuMG WT et Néo, montrent des expansions cytoplasmiques qui s’allongent sur
le substrat et dans lesquelles sont détectés des faisceaux de vimentine. Un réseau de vimentine
est présent dans des zones ot le cytoplasme s’étale sur le substrat. Dans les NMuMG DB un
signal vimentine apparait dans des zones plus internes du cytoplasme, et proches du noyau. Par

contre, on n’observe plus de vimentine dans les aires d’étalement des cellules sur le substrat.



Les MMT WT et Néo sont des cellules cancéreuses qui ont une capacité migratoire
intrinséque. Dans les MMT Néo, la vimentine se présente sous forme de filaments dans les
expansions cytoplasmiques et sous forme de réseau dans les zones ol le cytoplasme s’étale sur
le substrat, ainsi qu’autour du noyau. On peut observer que le réseau de vimentine périnucléaire
se poursuit par des filaments qui s’engagent dans les prolongements cellulaires. Dans les MMT
DB, le réseau intracytoplasmique et périnucléaire semble absent, on n’observe plus que les

filaments de vimentine dans les expansions cytoplasmiques.

DISCUSSION

I. LA PRESENCE DES INTEGRINES a2 ET $1 EST INFLUENCEE

PAR L’EXPRESSION DU MUTANT DOMINANT NEGATIF DE ETS-1

Les signaux intégrines a2 et 1 décroissent dans les cellules infectées par le dominant
négatif. Or, nos précédents travaux ont pu montrer que ces cellules ont une capacité de
migration et d’invasion trés réduite. Ceci suggére que la baisse d’expression de ces intégrines
a2 et B1, en limitant les interactions entre cellules et substrat peut réduire la mobilité cellulaire.
Ce mécanisme est en accord avec les données fournies par Schon et al. (1996) qui indiquent que
la perte d’expression de 1’intégrine a2 entraine une décroissance de migration. Ces auteurs ont
montré que des cellules de mélanomes de souris qui n’expriment pas l’intégrine o2 ne
présentent pas de capacités a adhérer, s’étaler et migrer sur des supports traités avec du
collagéne de type I. Par contre, la transfection de ces cellules avec un plasmide contenant le géne
de I’intégrine a2 restaure ces capacités.

Pour conforter I’hypothése selon laquelle la réduction de I’'interaction des cellules avec

leur support matriciel, via I’intégrine a2f1, limite la migration, nous avons traité des cultures

tridimensionnelles de cellules épithéliales avec un anticorps bloquant anti-intégrine a2f1. Nous

avons alors observé |’inhibition de la tubulogenése des NMuMG et de I’essaimage des MMT.



Ainsi, nous pouvons suggérer qu’en bloquant I’action de 1’intégrine o281 par ’anticorps
nous avons suffisamment inhibé les interactions entre cellules et matrice pour empécher la
réorganisation des NMuMG en tubes. Il a été montré dans ce sens que le blocage de I'intégrine
a2f1 par un oligonucléotide antisens dans les cellules épithéliales mammaires ou dans les
MDCK inhibe la tubulogenése en empéchant 1’adhérence au collagéne (Saelman et al., 1995 ;
Keely et al., 1995b). Nous pouvons proposer en ce qui concerne les MMT, que le traitement
par I’anticorps bloquant anti-intégrines a2f1 en empéchant 1’adhérence des cellules a leur
support de collagéne, réduise les tractions nécessaires a I’invasion cellulaire cancéreuse. La
réduction de ’invasion in vivo a d’ailleurs pu étre observée par Newton et al. (1995) qui, en
injectant un anticorps anti-intégrine P1 dans des souris nude, en méme temps que des MDA-
MB-231, cellules épithéliales mammaires cancéreuses invasives, ont pu diminuer le nombre de
colonies métastatiques. |

Pour chaque type cellulaire, la morphologie des cultures tridimensionnelles observée
apreés traitement par 1’anticorps bloquant anti-intégrine a2p1 ressemble a celle obtenue avec les
cellules produisant le dominant négatif. La protéine Ets1-DB pourrait donc avoir comme effet
d’empécher 1’expression des intégrines a2 et/ou fl. Précédemment, nous avons pu attribuer
I’inhibition de la tubulogenése et de 1’essaimage par le dominant négatif a la baisse d’expression
et d’activité de 1’'uPA. L’inhibition d’un autre mécanisme, en 1’occurrence faisant intervenir
I’intégrine a2p1, également nécessaire a la formation de tubes ou la dispersion cellulaire, peut
conduire a un résultat morphologique assez similaire en entrainant le bloquage d’un processus
commun et crucial : la migration cellulaire.

Il est intéressant de noter que le promoteur de ’intégrine a2 possede des sites AP-1, AP-
2 et PU.1 (Zutter et al., 1994). Cette intégrine représente une cible potentielle pour les facteurs
de transcription de la famille Ets et pour la protéine Ets1-DB.

Des expériences de transactivation, aprés transfection d’un plasmide associant le
promoteur de I’intégrine a2 ou 1 et un géne rapporteur, dans les cellules épithéliales infectées
ou non par le dominant négatif devraient indiquer clairement si ce dominant négatif est capable

de réguler directement la transcription de ces intégrines. En effet, dans 1’état actuel de nos



travaux, nous ne pouvons exclure que la baisse du niveau d’intégrines a2 et Bl soit une

conséquence indirecte d’autres régulations induites par la protéine Ets1-DB.

II. LA REPARTITION DES MOLECULES ASSURANT LA COHESION
EPITHELIALE EST MODULEE PAR LE DOMINANT NEGATIF DE ETS-1.

Les molécules d’adhérence intercellulaire peuvent moduler la mobilité des cellules les
unes par rapport aux autres. Nous avons analysé la présence de I'I-CAM et de I’E-cadhérine
dans les cellules épithéliales mammaires normales infectées ou non par le dominant négatif. Il
s’aveére que les niveaux des protéines ne varient pas entre les cellules exprimant la protéine Ets1-
DB et les cellules sauvages. Le dominant négatif ne semble donc pas intervenir dans la
modulation de la quantité de protéines produites, il n’agirait donc pas sur la transciption de ces
génes.

Mais, la quantité produite n’est pas forcément la clef du fonctionnement. Dans les
cancers mammaires, particulierement les plus agressifs, 1’expression de I’E-cadhérine est
hétérogene et la localisation de la protéine plus diffuse (Foekins et al., 1992), entrainant une
perte d’adhérence. Nous avons donc observé par ICC, la répartition de I’E-cadhérine sur les
cellules épithéliales mammaires.

Les NMuMG WT et Néo poussent sous forme de tapis cellulaires ou les signaux d’E-
cadhérine bordent les cellules jointives sous forme d’un liseré homogene. Les cellules se
séparant de I’amas cellulaire, sous 1’influence du milieu conditionné, présentent un marquage
d’E-cadhérine qui s’étire au fur et 3 mesure de 1’éloignement des cellules. Les molécules d’E-
cadhérine, qui maintiennent la cohésion du tapis cellulaire se désorganisent et perdent leur role
de connexion quand ces cellules amorcent leurs déplacements.

Les NMuMG DB, quant 2 elles, montrent des accumulations irréguliéres d’E-cadhérine
sous forme de petites plaques situées au niveau des contacts intercellulaires ou en dehors de ces
contacts. Ces cellules, lors d’expériences précédentes ont montré un potentiel migratoire et

invasif réduit par rapport aux NMuMG WT et Néo. On peut alors penser que la réorganisantion



de ’E-cadhérine sous formes d’accumulations ponctuelles, modifie 1’adhérence entre les cellules
voisines, perturbe leurs déplacements.

La redistribution de I’E-cadhérine, est souvent accompagnée par celle des caténines. En
effet, la destruction des jonctions intercellulaires observée lors de la perte de polarité des cellules
épithéliales mammaires est associée 4 la dispersion de I’E-cadhérine et de la § caténine sur toute
la surface cellulaire, ces deux protéines étant normalement concentrées aux sites de jonction
étroite (Fialka et al., 1996). La modification de I’organisation de I’E-cadhérine peut étre associée
a un défaut des caténines qui se lient au domaine cytoplasmique de 1’E-cadhérine. En effet, les
cellules PC-9 de carcinomes pulmonaires, qui sont dépourvues d’a caténine, présentent des
molécules d’E-cadhérine réparties au hasard a la surface cellulaire (Watabe et al., 1994). Les
caténines pourraient donc constituer un relai dans I’effet du dominant négatif sur la répartition de
I’E-cadhérine. |

Les MMT, cellules épithéliales mammaires cancéreuses, invasives, ne présentent aucun
signal E-cadhérine. Cette observation est en accord avec les résultats indiquant que 1’expression
de I’E-cadhérine est inversement corrélée a la capacité invasive in vitro et a la métastase in vivo
(Okaetal., 1993 ; Maguire et al., 1997).

Si I’E-cadhérine est largement impliquée dans la cohésion cellulaire et la limitation de la
capacité invasive, c’est plus dans le changement de répartition de la protéine que dans la
modulation quantitative de sa synthése qu’il faut chercher, dans notre modéle, un effet du

dominant négatif.

III. LA REPARTITION DE LA VIMENTINE EST MODULEE PAR LE
DOMINANT NEGATIF DE ETS-1

L’expression de la vimentine dans les cellules épithéliales de cancer du sein est corrélée a
leur potentiel invasif. Les cellules invasives de cancer du sein exhibant un phénotype de
transition épithélium-mésenchyme expriment a la fois c-ets-/ et la vimentine (Gilles et al.,

1997). Dans notre modéle, une modification de la répartition cellulaire de vimentine a été révélée

91



entre les cellules épithéliales mammaires de type sauvage et celles infectées par le dominant
négatif.

Les NMuMG WT et Néo, montrent des signaux vimentine uniquement dans les
prolongements cellulaires sous forme de fins filaments et dans les zones ol le cytoplasme
périphérique s’étale sur le substrat. Ces résultats indiquent que la vimentine joue un role dans la
traction de ces cellules sur leur support. La vimentine est présente sous forme de réseau dans
des régions plus interne du cytoplasme des NMuMG DB, particuliérement autour du noyau. Les
signaux ne sont plus observés dans les expansions cellulaires au contact cellule-substrat.
Sachant que ces cellules ont, par rapport aux cellules de Néo ou WT, une capacité migratoire
réduite, le changement de localisation de la vimentine des zones de contact cellule-substrat aux
zones périnucléaires, empécherait cette protéine de remplir sa fonction de traction lors du
déplacement. Mattot et al. (soumis) ont décrit daﬁs des cellules endothéliales infectées par le
méme dominant négatif, une réorganisation du squelette intracellulaire parallélement & une
augmentation de 1’étalement et de I’adhérence de ces cellules. La répartition des molécules
d’actine, de vinculine et d’a actine, ces deux derniéres établissant des liens entre molécules
d’adhérence et actine, dans les cellules endothéliales infectées par le dominant négatif est trés
différente de celle observée dans les cellules sauvages. Ceci suggére que 1’expression de la
protéine Ets-1-DB, en modifiant la distribution des protéines du cytosquelette, modifie les
interactions de la cellule avec son substrat, entrainant une augmentation de I’adhérence observée
dans les cellules endothéliales et une diminution de la migration décrite dans les cellules
épithéliales mammaires (Delannoy-Courdent et al., soumis).

Les MMT ont, de facon constitutive, une capacité de migration importante et montrent
une morphologie effilée. La vimentine forme des filaments dans les prolongements cellulaires
des MMT Néo et WT, filaments qui sont reliés a un réseau cytoplasmique. Dans les MMT DB,
le réseau intracytoplasmique a complétement disparu, seuls subsistent les filaments de vimentine
dans les expansions cytoplasmiques. Nous avons pu montrer précédemment que les MMT DB
migrent moins que les cellules sauvages. On peut alors raisonnablement penser que le
bouleversement observé dans 1’organisation des molécules de vimentine en empéchant la mise

en place d’une architecture cohérente, ne permet pas a cette molécule de remplir son role et de
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contribuer au mécanisme de migration. La localisation de la vimentine, différente dans les
cellules NMuMG et MMT de type sauvage, suggére que !’organisation de cette molécule
correspond 2 la capacité migratoire propre a ces deux types cellulaire.

Le réarrangement des molécules de cadhérine ou de vimentine pourrait étre une
conséquence indirecte de I’activité de la protéine Ets1-DB dont les effets pourraient transiter par
des génes intermédiaires restant & determiner.

Finalement, lors de cette étude, nous avons mis en évidence dans les cellules épithéliales
mammaires infectées par le dominant négatif dont la mobilité est réduite, une baisse
d’expression des intégrines a2 et B1 molécules d’interaction entre cellules et substrat. Une
modification de répartition de 1’E-cadhérine, molécule d’interaction cellule-cellule, et de la
vimentine, molécule du cytosquelette a également ét€ décite dans les cellules produisant le
dominant négatif. Ces résultats indiquent que | la protéine Etsl-DB affecte les fonctions

d’adhérence et de traction toutes deux impliquées dans la modulation de la migration cellulaire.
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Fig. 27 : Détection de la présence des intégrines a2 et 31 dans les NMuMG Néo et
DB et les MMT Néo et DB.

Les photographies A a D correspondent aux cellules ayant subi une ICC avec
’anticorps anti-intégrine o2. Les vues E a H correspondent aux cellules ayant subi une ICC
avec ’anticorps anti-intégrine B1. Les photographies A et E représentent les NMuMG Néo, B
et F les NMuMG DB. Les vues C et G représentent les MMT Néo, D et H les MMT DB. La
barre correspond a 50 pm.

L’intégrine a2 est présente dans les NMuMG Neéo qui migrent en périphérie des amas
cellulaires (A), mais n’est détectée que tres faiblement dans les NMuMG DB au bord des
amas (B). Le signal est détecté¢ dans la plupart des MMT Néo (C) alors qu’il est faiblement
présent dans quelques MMT DB (D).

Les NMuMG Néo montre un signal intégrine B1 dans de petits amas cellulaires
indépendants E, fleche). Cette intégrine n’est pas du tout détectée dans les NMuMG DB (F).

Le signal est présent un grand nombre de MMT Néo (G), mais devient extrémement faible
dans les MMT DB (H).



Fig. 28: Tests de morphogenése des NMuMG et MMT traitées par un

anticorps bloquant anti-intégrine a2 f1, des NMuMG et MMT Néo et des
NMuMG et MMT DB.

Les photographies A, B, C, H et I représentent les cellules Néo ; D, E, J et K les
cellules DB ; F, G, L et M les cellules traitées par |’anticorps anti-intégrine a2 1. Les vues
« intoto » A, DetF représentent les NMuMG ; H, J et L les MMT. Pour ces vues, la barre
correspond a 100 um. Les photographies de coupes B, C, E et G représentent les NMuMG ; I,
K et M les MMT. Pour les vues B et C la barre correspond a 12,5 um. Pour les vues E, G, [, K
et M la barre correspond a 25 pum.

Les NMuMG Néo sont capables de s’organiser en tubes présentant des bourgeons
terminaux (A). Des coupes sériées a travers ces cultures révélent la présence de lumiére (B, C,
téte de fleche) a l'intérieurs des tubes qui s’allongent (B, C, fleches). Les NMuMG DB
constituent de petites amas cellulaires hérissés (D) dans lesquels les cellules s’alignent sans
former de tubes (E). Les NMuMG sauvages traitées par |’anticorps montrent également ces
structures hérissées constituées d’alignements de cellules (F et G).

Les MMT Néo forment des petites masses cellulaires (H) ol des cellules isolées
essaiment vers la périphérie (I). Les MMT DB présentent des cordons cellulaires (J et K). Les
MMT sauvages constituent aussi des cordons de cellules jointives (L et M).
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Fig. 29 : Détection par western blot de ’E-cadhérine et de PICAM dans les NMuMG.



Fig. 30 : Répartition de I'E-
cadhérine dans les NMuMG Néo et
DB.

Les photographies A a C
représentent les NMuMG Néo, D a F
les NMuMG DB. Pour les vues A et
D la barre correspond a 50 um ; pour
les vues, B, C, E et F elle correspond
al2,5 um.

Le signal E-cadhérine délimite
des contours nets dans les zones ou
les NMuMG Néo sont jointives (A),
et forme un liseré¢ continu (B). Dans
les zones ou ces cellules se séparent le
marquage s’étire (C, fleche) puis
disparait quand les cellules sont
1solées (C, téte de fléche). Un
marquage irrégulier entoure les
NMuMG DB et apparait sous forme
de petites plaques (D, fleches). Des
accumulations  discontinues  d’E-
cadhérine  sont wvisibles a la
périphéries des cellules qu’il y ait ou
non contacts inter-cellulaires (E et F,
fleches).



MMT

Fig. 31 : Répartition de la vimentine dans les cellules NMuMG Néo et DB et les
MMT Néo et DB.

Les photographies A et B représentent les NMuMG Néo, C et D les NMuMG DB. Les
photographies E et F représentent les MMT Néo, G et H les MMT DB. La barre correspond a
12,5 wm.

En ce qui concerne les NMuMG Néo, le signal vimentine apparait dans les fins
prolongements cellulaires (A) ainsi que dans les zones d’étalement du cytoplasme sur le
substrat a la périphérie des cellules (B). La vimentine, dans les NMuMG DB, est présente
dans des zones plus internes du cytoplasme (C, fleches) et n’est pas détectée dans les
expansions cytoplasmiques (D). Les MMT Néo montrent un signal autour des noyaux qui se
poursuit dans les prolongements cellulaires (E, F). Dans les MMT DB, la vimentine n’est plus
détectée qu’a I’extrémités de ces prolongements (G, H).



DISCUSSION GENERALLE
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Fig. 32 : Modéle de régulation de ’adhésion cellulaire via le récepteur de I’'uPA,
et dépendant de I’équilibre entre la quantit¢ d’uPA et de PAI-1.

VN : Vitronectine D’apres Deng et al., 1996.



Nos résultats indiquent donc que le role de c-ets-/ dans la migration des cellules
épithéliales mammaires est, au moins en partie, de réguler ’activation de ’'uPA. Nous avons pu
montrer que l'infection de ces cellules par le mutant dominant négatif de c-ets-1 induit une
baisse de la mobilité et de la morphogenése, réduit la synthese des intégrines a2 et Bl, et
modifie la répartition des filaments de vimentine ainsi que I’organisation de I’E-cadhérine. Les
différentes molécules étudiées entrent en jeu lors d’étapes distinctes de la migration: 1'uPA
participe a la dégradation de la matrice extracellulaire ce qui facilite ’infiltration des cellules,
les intégrines sont responsables de ’adhérence a 1a MEC et permettent ainsi la progression des
cellules sur un substrat adapté, le cytosquelette contribue a la traction de la cellule sur son
support, I’E-cadhérine qui assure la cohésion des cellules peut s’opposer a la migration. Si ces
éléments paraissent indépendants, ils correspondeht en réalité a des mécanismes trés intriqués et

doivent alors faire 1’objet de systémes de régulation intégrés.

I UPA/UPA-RETPAI-1 : COMPETITEURS OU COLLABORATEURS ?

Le systéme uPA est impliqué dans la migration non seulement en induisant la protéolyse
matricielle mais aussi en régulant [’adhérence des cellules a leur substrat et ceci
indépendamment de son activité protéolytique.

Dans cette optique, I’uPA-R fonctionne comme un récepteur pour un ligand de la
matrice : il est capable de se fixer & la vitronectine sur un site qui se superpose au site de
fixation du PAI-1 (Deng et al., 1996 ), ce qui entraine une compétition entre uPA-R et PAI-1 au
nivau du site de fixation sur la vitronectine. Le déséquilibre de la balance uPA / PAI-1 vers ’'un
ou I’autre des composants peut influencer subtilement le comportement adhésif et/ou migratoire
(Fig. 32).

L’exces d’uP A favorise la migration grice 2 deux mécanismes. D’une part, il ouvre une
bréche dans la matrice via ’activation de la plasmine qui dégrade le support matriciel, ce qui
permet un détachement cellulaire ménagé (Waltz et al., 1997). D’autre part, en se fixant a son

récepteur il induit une conformation de I’'uPA-R propice a la liaison de 1’uPAR sur la
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Fig. 33 : L’uPA stimule la migration en favorisant I’adhérence et la dégradation du
substrat.

VN : Vitronectine



vitronectine, ce qui promeut ’adhérence cellulaire (Wei et al., 1994). Il a pu &tre montré que ces
deux mécanismes se réalisent simultanément sur une méme cellule mais a des localisations
différentes de fagon a potentialiser la migration cellulaire. L.’adhérence est favorisée au niveau
d’avancée de la cellule pour permettre sa traction, le détachement se réalise sur les parties
postérieures (Fig. 33).

I’exceés de PAI-1 peut favoriser la migration cellulaire en limitant 1’adhérence. En
effet, le PAI-1 peut dissocier la liaison entre I’'uPA-R et la vitronectine et ainsi favoriser le
détachement des cellules de leur substrat (Fig. 32 b). D’autre part, 1’internalisation de I’uPA-R
complexé au PAI-1 élimine les possibilités d’interaction uPA-R-vitronectine et facilite le
détachement de I’arriére de la cellule (Fig. 34). Apres 1’endocytose, I’'uPA-R est recyclé vers le
front d’avancée de la cellule pour permettre une nouvelle séquence de traction sur le substrat
(pour revue Andreasen et al., 1997). |

Inversement, le PAI-1 peut réduire la migration quand, en bloquant I’interaction des
intégrine avP3 a la vitronectine il inhibe largement 1’adhérence (Kjoller et al., 1997; Stefansson
et Lawrence, 1996) (Fig. 35). Bien entendu, le role d’inhibiteur de sérine protéase de PAI-1
promeut la persistance de la matrice qui se présente alors comme barriere physique 2 la

migration.

I LA FIXATION UPA/UPA-R PEUT GENERER UN SIGNAL DE
TRANSDUCTION MOTOGENE.

II.1. L’activité protéolytique de 1I’'uPA n’est pas néccessaire a la
signalisation de la migration.

Busso et al. (1994) ont montré que la liaison de I’'uPA a ’'uPA-R est capable de stimuler
la migration de cellules épithéliales sans faire intervenir d’activité uPA. Franco et al. (1997), ont
mis en évidence qu’une forme de 1’uPA ne pouvant plus étre phosphorylée sur deux de ses
résidus sérine, peut encore se lier au récepteur mais abolit la mobilité de cellules de carcinomes
humains. Ces différents résultats suggerent que I'uPA initie par sa seule fixation a son

récepteur, des signaux intracellulaires déclanchant une réponse migratoire.
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Fig. 34 : Le PAI-1 est un régulateur de la localisation du récepteur de I’uPA.
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Fig. 35 : Le PAI-1 peut empécher la fixation de la cellule a la vitronectine.



11 a effectivement été rapporté que la liaison entre un fragment amino terminal de I’uPA
(ATF) dépourvu d’activité protéolytique, avec I'uPA-R stimule la mobilité de cellules
épidermiques en méme temps que la formation de diacylglycérol qui agit alors comme second
messager du signal motogene (Del Rosso et al., 1993). Il a été montré que la fixation de I’ATF 2
I’'uPA-R induit la phophorylation de la tyrosine kinase p56/ p59 "* de la famille de src,
(Resnati et al. 1996) et que 'interaction uPA/uPA-R meénent a I’induction de c-fos, via la
phosphorylation de protéines intermédiaires restant & identifier, dans des cellules de cancer
ovarien (Dumler et al., 1994). Les expériences de Busso et al, (1994) indiquent que la migration

induite par la fixation de I’uPA sur son récepteur provoque la phosphorylation des cytokératines

8 et 18 par une kinase identifiée comme la PKCE.

I1.2. Les intégrines constituent un relai dans la transduction du signal
motogéne.

Etant donné que le récepteur de 1’uPA est attaché a la membrane par un domaine glycosyl
phophatidyl inositol (GPI) et qu’il ne possede pas de domaine intra-cytoplasmique, la
transmission du signal de migration vers lintérieur de la cellule doit étre relayée par
1’association a une autre molécule.

L’observation de colocalisations indique la possibilit€ d’une association physique entre
I’uPA-R et les intégrines. La présence d’uPA-R fixant I’uPA est détectée au niveau du front
d’avancée des cellules en migration, sur les pseudopodes s’infiltrant dans la matrice au cours de
tests d’invasion et aux sites d’adhérence focaux ol s’accumulent les intégrines. Le domaine
cytoplasmique de ces intégrines interagit avec les molécules du cytosquelette (Revue dans
Vabheri et al, 1990; Bastholm et al., 1994; Clark and Brugge, 1995).

De plus, les fonctionnements des intégrines et du systéme uPA s’influencent
mutuellement. Les voies de signalisation induites par les intégrines, telles que ’activation de
GRB2 et des kinases de type ERK, induisent 1’expression de I’'uPA (Wary et al., 1996).
L’association uPA/uPA-R est un prérequis a la migration dépendante de la fibronectine et
transmise par I’intégine avp5. Dans ce cas, I’'uPA-R potentialise I’attachement a la vitronectine

en partie réalisé par I’intégrine qui déclenche le signal de transduction (Yebra et al., 1996).
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De nombreux travaux ont donc été consacrés aux aspects d’interaction uPA-R/ intégrines
et a la transduction du signal a partir de I’association de ces molécules. Il a pu étre montré que,
lors d’expériences de gel filtration, les intégrines B2 co-migrent avec 1’uPA-R, qu’elles sont co-
localisés avec I'uPA-R a la surface cellulaire et qu’elles peuvent se lier & I’'uPA-R (Adreasen et
al., 1997). La liaison des intégrines p1 et 3 a leurs ligands entralne 1’association entre intégrine
et uPA-R (Xue et al., 1997). L’interaction des domaines extra-cellulaires des intégrines et de
I’uPA-R inhiberait de fagon réversible la liaison intégrine-ligand et, le signal de migration issu
de 'uPA-R emprunterait la voie de transduction des intégrines. Un mécanisme particulier
mettant en jeu le complexe uPA-R/ intégrine $1/calvéoline a pu étre décrit (Wet et al., 1996). La
calvéoline, protéine membranaire, peut elle-méme s’engager dans une voie de transduction
propre en se liant 2 des molécules telles que les kinases de la famille src, les protéines G et shc
(Lietal., 1996; Wary et al., 1996). L’interventioﬁ de la calvéoline dans ce complexe modulerait
la fonction adhésive initiale des intégrines engagées en éliminant leur liaison avec le ligand et en

induisant un signal de transduction propre a 1’uPA-R.

La micro-organisation des divers partenaires refléte les différentes fonctions du systéme
uPA qui sont apparues dans le mécanisme de migration. Le signal de transduction issu de
I’interaction uPA/uPA-R et la régulation associée aux intégrines se réalisent au front d’avancée
de la cellule. L’activation de la plasmine et la désorganisation des relations avec les molécules de
la MEC a lieu dans les zones postérieures. Cette coopération favorise la progression des cellules

sur leur substrat, la micro-répartition potentialise la migration.

I1.3. Le cytosquelette est impliqué dans la transduction du signal
motogéne

Le récepteur de 1’uPA, quand il est complexé a I’uPA, est également capable de
transférer des forces mécaniques depuis la membrane jusqu’au cytosquelette.

Wang et al. (1995), considérant la colocalisation du complexe uPA/uPA-R, de
’intégrine avf3 et de la vinculine aux sites d’adhérence focaux, ont suggéré que I’intégrine

avp3 en couplant ’'uPA-R au squelette intra-cellulaire transmet les signaux mécaniques
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Fig. 36 : Le récepteur de ’'uPA s’associe aux intégrines qui assurent le relais de la
transduction et le couplage au cytosquelette.



d’ancrage et de migration. Bien siir, ce réle n’est pas restreint a cette intégrine. Nous I’avons vu
précédemment, les intégrines B1 et $2, capables de se lier a la fois 4 1’uPA-R et aux molécules
du cytosquelette, sont aussi des candidats a la transmission de ce signal mécanique. C’est la
réorganisation du cytosquelette couplée a une répartition précise des molécules d’adhérence qui
va permettre la migration des cellules sur leur substrat (Fig. 36). Au niveau du front d’avancée
des cellules, les intégrines, points d’ancrage au niveau des plaques focales, transmettent les
signaux mécaniques de la surface jusqu’au cytosquelette et entrainent ainsi 1’assemblage des
filaments d’actine qui permet la traction cellulaire (Wang et al., 1993). Dans la partie postérieure
de la cellule, les intégrines ne sont pas organisées en plaques focales et les molécules du
cytosquelette subissent un désassemblage qui a pour conséquence le détachement de la zone
postérieure (Revue dans Lauffenburger and Horwitz, 1996).

Si I'uPA-R est capable d’induire une réorganisation du cytosquelette, celui-ci peut
également, en retour, stimuler la synthése d’uPA. Cette boucle d’amplification favorise encore
la migration. En effet, la destruction du cytosquelette accroit 1’expression de 1’uPA et du PAI-1
ce qui suggére que ces deux systémes sont inter-connectés (Botteri et al., 1990 ; Higgins et al.,
1994). Des études récentes indiquent que la réorganisation du cytosquelette provoquée par la
cytochalasine D induit la cascade Ras/Raf puis une kinase de la famille ERK qui phosphoryle
finalement c-Jun . Ce dernier pourrait alors participer a I’activation de la transcription de 'uPA
(Irigoyen et al., 1997).

La cytokératine 8, qui appartient & la famille des filaments intermédiaires, a été identifiée
comme une protéine fixant le plasminogene soit a la surface des cellules de cancer du sein soit
sous forme libre in vivo et in vitro apres avoir été relarguée par ces cellules. Dans les deux cas,
cette fixation promeut 1’activation du plasminogeéne (Hembrough et al., 1995 ; 1996). La
cytokératine 8 a donc un double réle dans la migration de ces cellules cancéreuses, comme
molécule du cytosquelette et comme activateur du systéme plasmine.

Enfin, Frixen et Nagamine (1993) ont induit une désorganisation des filaments d’actine
dans des cellules de cancer du sein aprés traitement par un anticorps décompactant anti-E-
cadhérine. Ils observent alors un accroissement de 1’expression, la synthése et ’activité de

I’uPA concomittante a I’augmentation de la capacité invasive in vitro de ces cellules. Cette étude
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met en évidence les liens qui existent entre 1’adhérence inter-cellulaire, les molécules du

cytosquelette, et I’activité protéolytique dans la régulation du mécanisme de migration.

Finalement, si nous avons abordé, lors de notre étude, le role de 1’uPA dans la migration
cellulaire a travers [’aspect protéolytique, il est indéniable que d’autres mécanismes,
s’interconnectent avec le « systéme uPA » au sens large et contribuent & la régulation de la

mobilité cellulaire.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours de nos travaux nous avons pu mettre en évidence 1’expression de c-ets-1 et de
I’uPA lors de la morphogenése de la glande mammaire dans le mésenchyme mais aussi dans
I’épithélium de I’organe en formation. Nos résultats indiquent que des facteurs de la famille Ets
peuvent favoriser la migration des cellules épithéliales mammaires via 1’activation de 1’uPA, et
peuvent contribuer par ce biais a la tubulogenese des cellules normales et I’invasion des cellules
cancéreuses. Notre étude ouvre un champ d’investigations concernant I’'implication des facteurs
Ets dans la réorganisation de molécules impliquées dans 1’adhérence cellulaire. Si le processus
migratoire constitue un aspect important au cours du développement normal ou cancéreux de la
glande mammaire, les dérives tumorales sont la conséquence de multiples mécanismes restant a
explorer. Dans ce cadre, un faisceau de voies de recherche vise la régulation de la prolifération,
de la migration mais aussi celle de la différenciation des cellules épithéliales mammaires. De
facon intéressante, ce dernier aspect peut également concerner les protéines de la famille Ets. La
synthése de protéines du lait se réalise spécifiquement dans les cellules épithéliales mammaires
lors d’étapes de différenciation. Or, un site Ets, a été décrit dans le promoteur de la protéine du
petit lait (whey acidic protein: WAP). Ce site peut fixer des facteurs de la famille Ets, dont Ets-
1, et sa présence est nécessaire a I’activation de la transcription du géne de la WAP au cours de
la gestation (Welte et al., 1994; Mc Knight et al., 1995).

Les facteurs de transcription Ets sont donc actuellement impliqués dans deux types de
mécanismes essentiels au développement de la glande mammaire, celui de la migration et celui
de la différenciation. L’importance de ces facteurs comme régulateurs majeurs est également
apparue lors de nos expériences. Il s’est avéré qu’aprés migration sur gel d’extraits protéiques
totaux issus des cellules produisant ou non la protéine Ets1-DB, une simple coloration protéique
du gel a mis en évidence la disparition et I’apparition de bandes différentes entre les NMuMG
Néo et les NMuMG DB. Si la nature de ces protéines reste pour ’instant non identifiée, ces
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données attestent que des changements majeurs dans la syntheése de protéines peuvent étre
induits par le dominant négatif de c-ets-/. L’identification de ces protéines par électrophorése
bidimensionnelle et I’analyse en spectrométrie de masse devrait permettre de compléter nos
connaissances a la fois sur les molécules régulées directement ou indirectement par des facteurs
Ets et sur les conséquences de ces régulations dans la migration et le fonctionnement global des

cellules épithéliales mammaires.
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